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Resumo 
A metanogênese ocorre em diversos ecossistemas antárticos. No sedimento 
marinho, a presença de compostos metilados derivados da síntese de osmolitos 
pode ser uma fonte de substratos metanogênicos. Na Península Antártica, geleiras 
vêm sofrendo retração em função das mudanças climáticas, expondo o solo e 
alterando as dinâmicas de circulação de nutrientes, impactando também a ecologia 
microbiana no seu entorno. O presente trabalho buscou estudar a diversidade 
cultivável de arqueias metanogênicas metilotróficas a partir de sedimento marinho 
das proximidades da geleira Wanda. Cultivos de enriquecimento em meio mineral 
salino com diferentes concentrações de trimetilamina (TMA) e metanol, sob 
atmosfera de H2:CO2 ou N2:CO2, foram incubados a 20 ºC, monitorados quanto à 
produção de metano por cromatografia gasosa (GC/FID) e caracterizados quanto à 
diversidade morfológica por microscopia de contraste de fase e fluorescência e à 
composição taxonômica através de sequenciamento em plataforma Illumina MiSeq. 
Colônias foram obtidas e caracterizadas pela técnica de roll-tube. Culturas contendo 
TMA produziram mais metano em um menor período de tempo. Em algumas 
culturas a produção de metano foi maior na presença de hidrogênio. Os gêneros 
metanogênicos Methanococcoides e Methanosarcina foram detectados nas culturas, 
sendo observado predomínio de Methanosarcina nas culturas sob atmosfera de 
hidrogênio. Sequências de bactérias dos gêneros Sedimentibacter , 
Desulfoconvexum, Desulfobacterium e Desulfobacula, além de gêneros de bactérias 
não cultivadas também foram detectados. Nas culturas de roll-tube, os gêneros 
Actinotalea e Rhodanobacter foram predominantes, mas não foi possível obter 
isolados. Concluiu-se que a estratégia utilizada para enriquecer arqueias 
metanogênicas metilotróficas foi bem sucedida, sendo possível observar diferenças 
na produção de metano e na composição das comunidades em função dos 
substratos utilizados. A técnica de roll-tube não foi eficiente para o isolamento de 
culturas de arqueias metanogênicas, sendo necessárias adaptações. Os resultados 
indicam que o metabolismo metilotrófico é importante em sedimentos marinhos 
antárticos, possivelmente em função da disponibilidade dos substratos em 
ambientes marinhos e a não-competitividade com bactérias redutoras de sulfato. 
Palavras-chave: Cultivo. Archaea. Metano. Sedimento marinho. Antártica. 
Abstract  
Methanogenisis occurs in many antarctic ecosystems. In marine sediments, 
the presence of methylated compound derived of osmolytes can be a source of 
methanogenic substrates. In the Antarctic Peninsula, glaciers have been retreating 
due climate change, exposing the soil and modifying the nutrient circulation 
dynamics, also impacting the microbial ecology in its environment. The purpose of 
the present work was to study the cultivable diversity of methylotrophic methanogens 
from marine sediment collected on the vicinity of Wanda Glacier. Enrichment culture 
were made in artificial seawater media with different final concentration of 
trimethylamine (TMA) and methanol, under H2:CO2 ou N2:CO2 atmosphere at 20 ºC, 
cultures were monitored for methane production by gas chromatography (GC), cell 
morphology described by phase contrast and fluorescence microscopy and 
taxonomic composition was investigated through Illumina MiSeq sequencing. 
Colonies were obtained through toll-tube. Cultures with TMA produced more 
methane in a short period of incubation. In some cultures methane production was 
higher in the presence of hydrogen. The methanogenic genus  Methanococcoides 
and Methanosarcina were observed in cultures, there was a predominance of 
Methanosarcina in cultures under hydrogen atmosphere.. Sequencing of bacteria 
from the genera Sedimentibacter, Desulfoconvexum, Desulfobacterium and 
Desulfobacula, besides uncultured bacterial genera. In roll-tube the genus 
Actinotalea e Rhodanobacter were predominant, but it wasn’t possible to obtain 
isolates. It was concluded that the strategy used to enrich methylotrophic 
methanogenic archaea was successful and it was also possible to observe 
differences in methane production and in the composition of the communities 
according to the substrates used. The roll-tube technique was not efficient for the 
isolation of cultures of methanogenic archaea, adaptations will be necessary. The 
results indicate that methylotrophic metabolism is important in Antarctic marine 
sediments, possibly due to the availability of substrates in marine environments and 
non-competitiveness with sulfate reducing bacteria. 
Key-words: Cultivation. Archaea. Methane. Marine sediment. Antarctic. 
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1. INTRODUÇÃO 
A Península Antártica é rica em ecossistemas microbianos e é também uma 
das regiões no planeta que apresentou um dos mais intensos aumentos de 
temperatura nas últimas décadas (IPCC, 2007). Na região costeira e na Antártica 
Marítima, a microbiota sofre grande influência da alternância das estações de 
inverno e verão, em função do rápido e efêmero aporte de água de degelo. A quebra 
do gelo marinho gera uma redução abrupta do albedo, resultando no aumento da 
temperatura e umidade do ar e no derretimento da neve. A combinação entre o efeito 
estufa, o aumento de precipitação e do fluxo de água de degelo acelera a transição 
entre a frigidez do inverno para condições de verão mais propícias à atividade 
microbiana em períodos curtos de até um dia (WYNN-WILLIAMS, 1996). Nesse 
processo, solutos e nutrientes, como ferro (HODSON et al., 2017) e material 
particulado (SAHADE et al., 2015) são transportados para o ambiente marinho, 
influenciando a produtividade primária e a diversidade marinha.   
Dessa forma, as geleiras, sensíveis às alterações climáticas, podem ser 
consideradas um importante parâmetro para avaliar os efeitos dessas mudanças 
(HOPE et al., 1998). Segundo Rosa et al. (2014) a geleira Wanda, local de coleta de 
amostras do presente trabalho, responde rapidamente aos efeitos das mudanças 
climáticas, tendo retraído cerca de 0,64 km2 desde 1956 (ARIGONY-NETO et al., 
2006) como consequência do aumento de temperatura na região.  
Os micro-organismos têm um papel fundamental nos ciclos biogeoquímicos 
dos elementos, como o ciclo do carbono, do qual o metano é um componente 
importante. O metano é um dos gases mais importantes do efeito estufa, juntamente 
com vapor d'água e gás carbônico. Entretanto, tem cerca de 28 vezes o valor do 
potencial de aquecimento do CO2 em um horizonte de 100 anos (MYHRE et al., 
2013). Além de ter importante papel no ciclo do carbono, o metano também altera o 
balanço radioativo e composição química da atmosfera da Terra, produzindo ozônio 
na troposfera e vapor d'água na estratosfera  (USSIRI e RATTAN, 2017). 
 A produção biogênica de metano está essencialmente relacionada ao 
metabolismo de arqueias metanogênicas. As arqueias são micro-organismos 
procariotos pertencentes ao Domínio Archaea, que apesar de apresentarem 
características semelhantes a bactérias como tamanho e morfologia celular, diferem 
em outros aspectos, tais como a composição de membrana celular, processos de 
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transcrição de RNA e a via metabólica de produção de metano (GARCIA, PATEL e 
OLLIVIER, 2000). 
As arqueias metanogênicas conseguem utilizar como substrato apenas 
compostos de no máximo dois carbonos e a produção de metano pode se dar 
através de três vias distintas, dependendo do tipo de substrato consumido: 
acetotrófica, hidrogenotrófica e metilotrófica (ZINDER, 1993). A via metilotrófica 
utiliza metanol ou compostos metilados como fonte de carbono.  
Segundo Oremland e Polcin (1982) a utilização de metanol e compostos 
metilados por arqueias metanogênicas é uma vantagem ecológica pois são 
substratos não utilizados por bactérias redutoras de sulfato que normalmente 
competem com arqueias por acetato e hidrogênio. O metanol em sedimento 
marinhos é gerado como produto da degradação da pectina e lignina (DONNELLY e 
DAGLEY, 1980; SCHINK e ZEIKUS, 1982) e pode ser produzido pelo fitoplâncton 
(MINCER e AICHER, 2013), enquanto compostos metilados como a trimetilamina 
são produto de degradação da glicina-betaína ou colina, que servem como osmolitos 
em diversos procariotos halofílicos e algas (KING, 1984; ZHUANG et al., 2011). 
Medidas de fluxo de metano na interface ar-água já foram realizadas em 
diferentes regiões da Antártica, indicando que o metano produzido no sedimento é 
emitido para a atmosfera (ZHU et al., 2009; NAKAYAMA et al., 2011). 
Segundo Pessi et al. (2015), uma análise feita através de sequenciamento 
(Pirosequenciamento 454 da região hipervariável V5-V6) de amostras de solo 
coletadas na proximidade da geleira Wanda revelou a presença de 36 filos 
diferentes, dentre estes filos, os mais abundantes foram os filos de bactéria 
Proteobacteria (47,8%) e Bacteriodetes (18,5%) e, dentre as arqueias, o 
Euryarchaeota (10,0%), ao qual pertencem as arqueias metanogênicas. 
Apesar de técnicas moleculares indicarem que as arqueias exercem 
importante papel ecológico na maior parte dos ecossistemas (CAVICCHIOLI, 2006), 
ainda existem lacunas entre a avaliação do potencial genômico e a funcionalidade 
de genes e proteínas (ZENGLER et al., 2002; GIOVANNONI e STINGL, 2007; 
CARDENAS e TIEDJE, 2008). Desse modo, é indispensável o estudo de micro-
organismos associando métodos dependentes e independentes de cultivo, pois é 
possível consolidar informações acerca de sua funcionalidade nos ecossistemas 
(OREN, 2015). 
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Nesse contexto, este trabalho pretende avaliar a resposta da comunidade 
metanogênica presente em sedimento marinho da área de influência da geleira 
Wanda a substratos metilados, considerando-se que podem ter relevância no 
ambiente antártico para a produção de metano, não apenas porque são substratos 
não competitivos, mas também porque há indícios de que essa categoria de 
compostos possa estar disponível como fontes naturais de carbono e energia para 
metanogênicas na Antártica. O trabalho faz parte do projeto “A vida microbiana na 
criosfera antártica: mudanças climáticas e bioprospecção (MICROSFERA)”, 
coordenado pela Dra. Vivian Helena Pellizari, no âmbito no Programa Antártico 
Brasileiro (PROANTAR).   
2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 Região de estudo: a geleira Wanda 
A geleira Wanda (Figura 1) fica localizada na Ilha Rei George, Arquipélago 
das Ilhas Shetlands do Sul, Península Antártica. A geleira tem uma área de 
aproximadamente 1,56 km2 (ROSA et al., 2009) e segundo estudos na região, a 
geleira perdeu aproximadamente 0,64 km2 de área desde 1956 (ARIGONY-NETO et 
al., 2006) devido ao aumento de temperatura na região da Península Antártica. Esse 
aumento de temperatura ocasiona retração das frentes de gelo, mudanças no 
padrão de precipitação da região e redução do gelo marinho sazonal (ARIGONY-
NETO et al., 2006), contribuindo, consequentemente, com a elevação do nível do 
mar. 
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Figura 1. Localização a geleira Wanda (em vermelho). 
!  
Fonte: ROSA et al., 2015. 
A Península Antártica apresenta condições difíceis para a sobrevivência de 
micro-organismos, tais como a baixa quantidade de nutrientes e água disponíveis, 
bem como as baixas temperaturas (PESSI et al., 2012), mas ao mesmo tempo, é 
repleta de ecossistemas microbianos. Nos períodos de mudança de estações, 
especialmente inverno e verão, a comunidade microbiana sofre influência dessas 
alterações, como por exemplo a quebra do gelo marinho que leva à redução do 
albedo e consequentemente aumento da temperatura e umidade do ar, além do 
derretimento de neve.  As mudanças causadas pelo efeito estufa juntamente com o 
aumento de precipitação e fluxo de água de degelo permite melhores condições à 
atividade microbiana em períodos curtos de até um dia (WYNN-WILLIAMS, 1996). 
Outro fator importante é a disponibilidade de minerais e nutrientes que no Oceano 
Antártico é influenciada tanto pela temperatura do oceano quanto pelas correntes, o 
que também afeta diretamente a composição das comunidades de micro-
organismos, assim como seus processos desempenhados (CAVICCHIOLI, 2015). 
Alguns desses minerais, solutos e nutrientes como por exemplo o ferro (HODSON et 
al., 2017) e material particulado (SAHADE et al., 2015) ao serem transportados para 
o ambiente marinho influenciam a produtividade primária e consequentemente a 
diversidade marinha. 
Estudos acerca da função de micro-organismos na Antártica podem contribuir 
para o entendimento de processos ecológicos, bem como predizer os impactos das 
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mudanças climáticas neste ambiente, uma vez que a maior parte dos ecossistemas 
encontrados na Antártica são compostos exclusivamente por micro-organismos 
(PESSI et al., 2012). 
A região da Península Antártica apresentou um aquecimento regional entre 
2,5 e 3,0 °C nos últimos 64 anos; mais intenso quando comparado a outras regiões 
do planeta (IPCC, 2007; MONAGHAN et al., 2008). 
As geleiras por serem sensíveis às mudanças climáticas, são consideradas 
importantes parâmetros para avaliar os efeitos dessas mudanças (HOPE et al., 
1998). Segundo Rosa et al. (2014) a geleira Wanda responde rapidamente aos 
efeitos de mudanças climáticas, sendo relevante para estudos ambientais. A 
retração das geleiras permite exposição de solos que anteriormente estavam 
cobertos por gelo oferecendo, desse modo, novos nichos a serem ocupados (COOK 
et al., 2005; PESSI et al., 2015). 
Segundo Pessi et al. (2015) há uma grande diversidade de micro-organismos 
nas proximidades da geleira Wanda e uma análise feita através de sequenciamento 
de amostras de solo revelou a presença de 36 filos diferentes. Dentre eles, os mais 
abundantes foram os filos de bactéria Proteobacteria (47,8%) e Bacteriodetes 
(18,5%) e, dentre as arqueias, houve predomínio do filo Euryarchaeota (10%), ao 
qual pertencem as arqueias metanogênicas. 
2.2 O gás metano 
A concentração de metano na atmosfera aumentou exponencialmente desde 
a Revolução Industrial (722 ± 4 ppb) até a década de 1980 (1650 ppb), quando o 
monitoramento sistemático de metano diretamente da atmosfera iniciou (USSIRI e 
RATTAN, 2017). O último dado referente à concentração de metano na atmosfera é 
do ano de 2015 e corresponde a 1845 ± 2 ppb (WMO, 2016). 
O metano é um dos mais importantes gases do efeito estufa e tem potencial 
de aquecimento global 28 vezes maior que o gás carbônico em um período de 100 
anos (MYHRE et al., 2013). Um estudo calculou que a vida média do metano na 
atmosfera varia de 9,8 ± 1,6 a 11,2 ± 1,3 anos (DLUGOKENCKY et al., 2009; 
MYHRE et al., 2013). 
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As propriedades radioativas da atmosfera da Terra são influenciadas pelos 
gases do efeito estufa, especialmente pelo gás carbônico e metano (CIAIS et al., 
2013). O metano atmosférico é primeiramente removido através de reações 
fotoquímicas, reagindo com radicais hidroxila, mas também pode sofrer reações com 
o cloro, especialmente próximo à superfície do oceano, onde cloro reativo pode ser 
produzido (SINGH et al., 1996; ALLAN, STRUTHERS e LOWE, 2007). Apesar do 
efeito estufa ser essencial à manutenção da temperatura da Terra, a alteração do 
balanço de metano e outros gases na atmosfera contribui para os efeitos das 
mudanças climáticas, como por exemplo aumento da temperatura da superfície 
terrestre (HARTMANN et al., 2013). 
A produção de metano pode ter origem biótica ou abiótica. A origem abiótica 
está relacionada, em sua maior parte, à queima e extração de combustíveis fósseis, 
enquanto a origem biótica refere-se à produção de metano por arqueias 
metanogênicas. A produção biogênica de metano, por sua vez, pode ser classificada 
em fontes naturais e antrópicas (NEEF, VAN WEELE. e VAN VELTHOVEN, 2010).  
A produção de metano biogênico ocorre em diversos ambientes anóxicos 
(CHABAN, NG e JARRELL, 2006), como sedimentos marinhos, sedimentos de água 
doce, pântanos, fontes hidrotermais, vulcões e trato gastrointestinal de insetos como 
por exemplos os cupins (BRUNE, 1998). Já as fontes antrópicas estão associadas à 
produção de arroz (RAMAKRISHNAN et al., 2001), pecuária (WOLIN, 1981), 
estações de tratamento de esgotos e aterros sanitários (ZHU et al., 2009; CZEPIEL 
et al., 2003). 
2.3 Domínio Archaea 
As arqueias foram inicialmente classificadas como bactérias até que Woese 
propôs o Domínio Archaea na década de 1990. Dentre as características que 
diferenciam arqueias de bactérias estão a presença de alguns lipídios de membrana, 
os processos de transcrição de RNA, que acredita-se ser mais semelhante com o 
que é encontrado no Domímio Eukarya (GARRET e KLENK, 2007) e a própria via 
metabólica de produção de metano, que até o momento é conhecida por ser 
exclusiva de arqueias. 
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A atual classificação sugerida do Domínio Archaea (Figura 2) compreende 
três superfilos (TACK, Asgard e DPANN) e o filo Euryarchaeota. O superfilo TACK 
(ou Proteoarchaeota) (GUY e ETTEMA, 2011; PETITJEAN et al., 2014) compreende 
os filos Crenarchaeota, Thaumarchaeota, Korarchaeota (BARNS et al., 1996; 
ELKINS et al., 2008), Aigarchaeota (NUNORA et al., 2011), Geoarchaeota 
(KOZUBAL et al., 2013), Bathyarchaeota (EVANS et al., 2015; HE et al., 2016; 
LAZAR et al., 2016) e Verstraetearchaeota (VANWONTERGHEM et al., 2016). O 
superfilo Asgard (ZAREMBA-NIEDZWIEZKA et al., 2017; SPANG et al., 2015; SEITZ 
et al., 2016) compreende os filos  Lokiarchaeota (SPANG et al., 2015), 
Thorarchaeota (SEITZ et al., 2016), Heimdallarchaeota e Odinarchaeota 
(ZAREMBA-NIEDZWIEZKA et al., 2017). E o superfilo DPANN  (CASTELLE et al., 
2015; RINKE et al., 2013) que compreende o filo Nanoarchaeota (HUBER et al., 
2002) e outros grupos que ainda estão em discussão se formam ou não linhagens 
monofiléticas (PETITJEAN et al., 2014; WILLIAMS et al., 2017). 
Figura 2.  Atual filogenia sugerida do Domínio Archaea. 
Fonte: SPANG, CACERES e ETTEMA, 2017. 
Até o presente momento, foram descritos 129 gêneros cultivados de arqueias 
(http://www.bacterio.net). Entretanto, a maior parte da diversidade de arqueias 
permanece não-cultivada (SCHLEPER, JURGENS e JONUSCHEIT, 2005) e é 
apenas conhecida através de sequenciamento do gene 16S rRNA (DELONG e 
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PACE, 2001). Acredita-se que mais da metade de representantes dos Domínios 
Bacteria e Archaea permanecem não-cultivados (DUTIHL e GARZA, 2015). Grande 
parte de arqueias cultivadas pertencem aos filos Crenarchaeota e Euryarchaeota 
(OFFRE, SPANG e SCHLEPER, 2013). 
As arqueias representam aproximadamente 1-5% da totalidade de procariotos 
nos solos (BATES et al., 2011; OCHSENREITER et al., 2003), cerca de 20% nos 
oceanos (KARTAL et al., 2012) e possivelmente representa o grupo dominante de 
micro-organismos em sedimentos marinhos (LIPP et al., 2008). 
As arqueias participam dos ciclos biogeoquímicos do carbono, nitrogênio e 
enxofre (Figura 3). Alguns processos são realizadas exclusivamente por arqueias, 
como por exemplo a metanogênese. 
Figura 3. Representação esquemática dos ciclos do (a) carbono, (b) nitrogênio e (c) enxofre. As 
setas em laranja representam processos realizados exclusivamente por arqueias; as setas em 
vermelho indicam processos realizados por arqueias e bactérias e as setas cinzas indicam processos 
realizados exclusivamente por bactérias. 
Adaptado de Offre, Spang e Schleper, 2013.

Organismos metilotróficos exercem importante papel no ciclo do nitrogênio 
(CHISTOSERDOVA e LIDSTROM, 2013). A participação das arqueias no ciclo do 
nitrogênio envolve a oxidação de amônia a nitrito, na fixação de dinitrogênio (N2) e 
na desnitrificação. A oxidação de amônia é realizada por organismos pertencentes 
ao filo Thaumarchaeota (OFFRE, SPANG e SCHLEPER, 2013). 
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Além da produção de metano, as arqueias cumprem importante papel no ciclo 
do carbono no que diz respeito à oxidação anaeróbia de metano (AOM) que pode 
ser realizada tanto por arqueias metanotróficas (ANME), quanto por bactérias. A 
oxidação de metano funciona como um filtro natural, impedindo que a maior parte 
(cerca de 95%) de metano produzido seja emitido para a atmosfera (KUIVILA et al., 
1988; LE MER E ROGER, 2001). 
Foi descrito um grupo de arqueias que realizam a oxidação anaeróbia de 
metano, chamado de ANME. O grupo ANME pode ser dividido em: ANME-1, 
relacionadas às famílias Methanomicrobiales e Methanosarcinales, ANME-2 que é 
relacionada à família Methanosarcinales e ANME-3 que é mais próxima do gênero 
Methanococcoides (KNITTEL e BOETIUS, 2009). Sequências genéticas sugerem 
que a oxidação anaeróbia de metano ocorre através da via reversa da 
metanogênese, apresentando, inclusive, quase todas as enzimas envolvidas na 
metanogênese (MEYERDIERKS et al., 2010; HAROON et al., 2013). A oxidação 
anaeróbia de metano em ambientes aquáticos por bactérias foi atribuída a um novo 
filo, chamado NC10 (ETTWIG et al., 2010). 
Alguns organismos pertencentes aos filos Euryarchaeota e Crenarchaeota 
produzem sulfeto de hidrogênio (H2S) através da redução de enxofre elementar (S0), 
sulfito (SO32−), tiosulfato (S2O32−) ou sulfato (SO42−). Boa parte das arqueias 
redutoras de sulfato são termofílicas e são encontradas em ambientes geotermais 
(GITTEL et al., 2009). Algumas arqueias pertencentes as ordem Sulfolobales e 
Thermoplasmatales são capazes de oxidar minerais que contém enxofre, como 
pirita, calcopirita e marcassita (EHRLICH e NEWMAN, 2009; GOLYSHINA e TIMMIS, 
2005; RAWLINGS, 2002). 
2.3.1 Arqueias metanogênicas 
Acredita-se que a metanogênese foi um dos primeiros processos biológicos a 
surgir no planeta e teve importante papel na evolução da atmosfera terrestre (KERR, 
2005), pois impediu que a Terra congelasse quando o Sol era entre 20 e 25% menos 
luminoso que hoje (WIECHERT, 2002). Apesar da metanogênese não produzir 
oxigênio livre diretamente, possivelmente foi importante para tornar a Terra habitável 
para organismos aeróbios (LIU, BEER e WHITMAN, 2012). 
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As arqueias metanogênicas cultivadas até o momento são pertencentes ao 
filo Euryarchaeota  e estão distribuídas em sete ordens: Methanomicrobiales, 
Methanobacteriales (BAPTESTE et al., 2005), Methanosarcinales  (ANDERSON et 
al., 2009), Methanococcales, Methanopyrales, Methanocellales (SAKAI et al., 2008) 
e Methanomasiliicoccales (PAUL et al., 2012; IINO et al., 2013). Outros grupos têm 
sido associados à produção de metano, como Verstraetearchaeota, capaz de 
produzir metano a partir de metanol, metilamina e metanotiol (VANWONTERGHEM 
et al., 2016) e Bathyarchaeota (EVANS et al., 2015). 
Estima-se que as arqueias metanogênicas são responsáveis por mais de 90% 
da produção de metano (COSTA e LEIGH, 2014), o que corresponde a 
aproximadamente 1 bilhão de toneladas de metano por ano. O metano pode ser 
consumido por organismos metanotróficos e então sofrer reação com radicais 
hidroxila (LIU, BEER e WHITMAN, 2012). 
Membros do filo Euryarchaeota são distribuídos globalmente, entretanto, 
algumas linhagens são mais abundantes em ambientes marinhos, solos e 
sedimentos (SCHLEPER, JURGENS e JONUSCHEIT, 2005; TESKE e SØRENSEN, 
2008). 
Dentre as arqueias isoladas de ambiente antártico encontram-se 
Methanococcoides burtonii, que é capaz de utilizar metanol e compostos metilados e 
apresenta temperatura ótima de crescimento a 23 ºC e Methanogenium frigidium que 
utiliza CO2 como fonte de carbono na presença de hidrogênio, e crescem a 15 ºC, 
ambas isoladas do Ace Lake (FRANZMANN et al., 1992, 1997). 
2.3.1.1 Metabolismo de arqueias metanogênicas  
As arqueias metanogênicas são capazes de utilizar compostos de até dois 
carbonos como substrato, entretanto, podem depender de associações com outros 
grupos de micro-organismos, no processo de digestão anaeróbia, que irão quebrar 
moléculas maiores em compostos de no máximo dois carbonos. 
Os processos de digestão anaeróbia podem ser divididos em algumas etapas: 
hidrólise, acidogênese, acetogênese e metanogênese (BITTON, 2005), sendo que 
cada etapa tem participação de grupos de micro-organismos diferentes.  
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A hidrólise envolve a quebra de polissacarídeos, proteínas e lipídios através 
de enzimas extra celulares (amilase, celulase, lipase e protease) (SINGH e 
HARVEY, 2010), tendo a participação de bactérias pertencentes aos filos 
Bacteroidetes e Firmicutes. 
Na acidogênese os produtos formados na hidrólise são convertidos em ácidos 
graxos voláteis que incluem o acetato, propionato, isobutirato, butirato, valerato e 
isovalerato. Além de ácidos graxos voláteis, outros produtos formados são álcool, 
lactato, formiato, CO2 e H2. Alguns filos envolvidos na acidogênese são 
Bacteroidetes, Chlorofexi, Firmicutes e Proteobacteria (STILES e HOLZAPFEL, 
1997; GONG et al., 2000; BALK, WEIJMA e STAMS, 2002; YAMADA et al., 2006). As 
arqueias metanogênicas podem utilizar acetato, formiato, H2/CO2 e compostos 
metilados como fonte de carbono, entretanto, outros compostos como propionato, 
isobutirato, butirato, isovalerato, valerato e etanol precisam ser degradados  para 
servirem como fonte de carbono.  
Na acetogênese estes intermediários formados na acidogênese são 
convertidos em acetato, H2 e CO2 comumente por bactérias pertencentes aos 
gêneros Pelotomaculum, Smithllela e Syntrophobacter (LIU et al., 1998; DE BOK et 
al., 2001; IMACHI et al., 2007). 
A produção de metano pode ocorrer através de três vias distintas (Figura 4): 
hidrogenotrófica, acetotrófica e metilotrófica. 
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Figura 4. Vias de produção de metano. As setas pretas cheias referem-se à via hidrogenotrófica, as 
setas pretas tracejadas referem-se à via metilotrófica e as setas cinzas à via acetoclástica. Legenda: 
MFR: Metanofurano; H4MPT: tetrahidrometanopterina; HS-CoM: Coenzima M; HS-CoB: Coenzima B. 
Adaptado de Galagan et al., 2002. 
Acredita-se que a via hidrogenotrófica seja evolutivamente mais antiga que a 
metilotrófica e acetotrófica (BLANK, 2009), uma vez que a concentração de 
hidrogênio quando a Terra era anóxica era da ordem de 1000 ppm (KASTING, 
1993). 
Na via hidrogenotrófica o hidrogênio funciona como um doador de elétrons 
para que ocorra a redução de CO2. A via inicia com o CO2 sendo reduzido a um 
grupo formil ligado covalentemente ao metanofurano (MFR). Este grupo formil será 
então transferido ao tetrahidrometanopterina (H4MPT) que sofrerá desidratação, 
gerando um metenil-H4MPT. O grupo metenil sofrerá redução a metileno-H4MPT e 
outra redução gerará o metil-H4MPT. O grupo metil, por sua vez, será transferido a 
um  2-mercaptoetanosulfonato Coenzima M (HS-CoM) e por fim, o grupo metil será 
reduzido a metano pela ação da metil-coenzima M redutase, um complexo 
enzimático presente em todas metanogênicas descritas até o momento (BORREL et 
al., 2013). 
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A via acetoctrófica inicia-se pela quebra do acetato a acetil-Coenzima A 
(acetil-CoA), em seguida o grupo metil é incorporado a um H4MPT e o grupo 
carboxila é oxidado a fim de fornecer elétrons para a redução do grupo metil 
(COSTA e LEIGH, 2014).  
A via metilotrófica inicia com o grupo metil entrando na via na forma de metil-
Coenzima M (S-CoM). Os elétrons necessários para a redução do metil-S-CoM a 
metano provêm tanto do hidrogênio quanto da oxidação de outro grupo metil-S-CoM 
a CO2. A via metilotrófica é parcialmente reversa, metanol e compostos metilados 
são convertidos a metil coenzima-M e cerca de 75% da metil coenzima-M é reduzida 
para produzir metano, enquanto os outros 25% é oxidada a CO2 (TIMMERS et al., 
2017). 
Uma característica comum a todas as vias é a presença da metil coenzima M 
redutase (mcr) que atua na última etapa da metanogênese. O cofator F420 também 
está presente nas arqueias metanogênicas e atua como carreador de elétrons, tendo 
baixo potencial redox (-340 mV) e quando exposto à luz UV confere um caráter 
fluorescente às células metanogênicas, permitindo sua fácil detecção em amostras a 
fresco (GORRIS, 1988; GREENING et al., 2016).  
A utilização de metanol e compostos metilados é restrita a grupos de arqueias 
que possuem citocromo (THAUER et al., 2008). Entretanto, organismos 
pertencentes ao gênero Methanosphaera conseguem converter metanol na 
presença de hidrogênio, mesmo não possuindo citocromo (JIANG, 2005), assim 
como organismos do gênero Methanomicrococcus e membros da ordem recém 
descoberta, Methanomassiliicoccales (LANG et al., 2015) também conseguem 
converter esse composto apenas na presença de hidrogênio (Tabela 1). O uso 
destes compostos como fonte de carbono aparentemente é uma vantagem 
evolutiva, uma vez que bactérias redutoras de sulfato, que são conhecidas por 
competirem por substrato com arqueias metanogênicas, não são capazes de utilizá-
los (OREMLAND e POLCIN, 1982). 
Compostos metilados como a trimetilamina (TMA) são formados em 
ambientes marinhos como produtos da degradação de glicina-betaina ou da colina, 
compostos que servem como soluções osmóticas em diversos procariotos halofílicos 
e algas (KING, 1984; ZHUANG et al., 2011). A TMA ainda pode ser metabolizada em 
compostos menores como a mono- e dimetilamina, além da oxidação da TMA que 
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pode ocorrer em águas superficiais, gerando  óxido de TMA (TMAO) (KING, 1988). 
Além disso, a produção tanto de TMA quanto TMAO já foi observada em cerca de 20 
espécies diferentes de macroalgas (FUJIWARA-ARASAKI e MINO, 1972). 
Há pouco estudos sobre a concentração de TMA e outros compostos 
metilados no ambiente marinho, entretanto, Gibb e Hatton (2004) observaram que a 
concentração média de TMA em águas superficiais do Ryder Bay na Antártica foi de 
1,6.10-6 mmoles.L-¹ (1,6.10-6 mM), enquanto a de TMAO foi de 15,2.10-6 mmoles.L-¹ 
(15,2.10-6 mM). Recentemente, Zhuang et al. (2018) quantificaram a concentração 
de compostos metilados, incluindo TMA, na água do Mar Mediterrâneo, entretanto, a 
TMA dissolvida não foi detectada e segundo os autores isto deve-se ao fato da TMA 
ter forte adsorção ao sedimento (WANG e LEE, 1990; FITZSIMONS et al., 2006; 
ZHUANG et al., 2017). Dessa forma, é possível que a concentração de TMA em 
sedimento marinho seja maior do que os valores observados em águas superficiais. 
O metanol é originado como produto final da degradação da pectina (SCHINK 
e ZEIKUS, 1982) e pode ser produzido pelo fitoplâncton (MINCER e AICHER, 2013). 
A alta solubilidade do metanol na água é um dos motivos dos poucos dados sobre a 
concentração de metanol em sedimentos anóxicos (YANAGAWA et al., 2016). 
Zhuang et al. (2014) quantificaram a concentração de metanol e etanol em 
sedimento marinho e água intersticial coletado no Golfo do México e no Mar Negro 
através de três técnicas diferentes de pré-tratamento de amostra: injeção aquosa 
direta (DAI), microextração por fase sólida (SPME) e Purge & Trap (P&T), todas 
associadas a cromatografia gasosa (GC) com detector de ionização de chama (FID) 
ou espectrômetro de massa (MS). No sedimento coletado no Mar Negro a 
concentração de metanol atingiu 6 µM a 51 e 507 cm abaixo do fundo do mar e 
variou entre 14-15 µM a 51 cm e 6-7 µM a 547 cm abaixo do fundo do mar, enquanto 
no sedimento coletado no Golfo do México a concentração de metanol variou de 
11-78 µM. O autor observou que a concentração de metanol no sedimento do Mar 
Negro atingiu seu máximo na transição para a zona de metanogênese.  
Apesar das vantagens ecológicas, a utilização de compostos metilados 
resulta na formação de formaldeído, um intermediário tóxico de algumas vias 
oxidativas de C1 (CHRISTOSERDOVA, 2015). Uma das vias de oxidação do 
formaldeído envolve o uso de tetrahidrometanopterina (H4MPT) e metanofurano 
como cofatores (CHISTOSERDOVA et al., 1998). 
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Tabela 1. Gêneros de arqueias metanogênicas metilotróficas e principais características. 
Gênero Descrição morfológica Substratos utilizados Habitats/origem do 
isolado
Condições de cultivo Descrição da colônia Referência
Methanococcoides Cocos irregulares 0,8-1,8 µm; 
móveis ou não
Metanol, mono-, di- e 
trimetilamina
Antártica e cânion 
submarino
Cresce entre 1,7-35ºC, pH ~7,5, 
extrato de levedura e vitamina 
estimulam crescimento
Circular, convexa e amarela com 
diâmetro de 0,5-1,5 mm
SOWERS, 2015
Methanosarcina Células esféricas irregulares de 
1-3 µm de diâmetro, podem 
formar agregados; imóveis
Acetato, metanol, mono-, 
d i - e t r i m e t i l a m i n a , 
H2:CO2 e CO
Água doce, sedimento 
marinho, sedimento 
de água doce e rúmen
Cresce entre 30-50ºC (varia de 
acordo com a espécie), pH 
~7,0, extrato de levedura e 
vitamina estimulam crescimento
Circular, transparente, branca ou 
amarelo clara
BOONE e MAH, 2015
Methanolobus Cocos irregulares 1-1,5 µm, 
imóveis
Metanol e metilaminas Sedimento marinho, e 
sedimento estuarino
Cresce entre 30-45ºC, pH ~8, 
extrato de levedura e vitamina 
estimulam crescimento
Circular, translúcida, ocre, 
branco-esverdeada ou incolor.
BOONE, 2015
Methanohalophilus Cocos irregulares 0,5-2 µm 
que podem formar agregados; 
imóveis
Metanol e metilaminas Ambientes salinos Cresce entre 10-45ºC, pH~7,5 e 
biotina estimula crescimento
Circular, creme a amarelo clara BOONE, 2015
Methanosphaera Células esféricas de ~1 µm de 
diâmetro que podem ocorrerá 
e m p a r e s , t é t r a d e s o u 
agregados; imóveis
Metanol (na presença de 
H2)
Conteúdo retal de 
c o e l h o s e f e z e s 
humanas
Cresce entre 30-40ºC, pH 
~6,5-6,9, biot ina est imula 
crescimento
Opaca a translúcida, circular ou 
elíptica
MILLER, 2015
Methanomicrococcus Cocos irregulares que podem 
ocor re r soz inhos ou em 
aglomerados
Metanol e metilaminas 
(na presença de H2)
Intestino de barata Cresce a 39ºC pH 7,2-7,5, 
acetato, extrato de levedura e 
vitaminas são necessários para 
crescimento
Bicôncava, amarela/marrom com 
diâmetro de 0,3 mm
SPRENGER et al., 2000
Methanomassiliicoccus Células esféricas de ~850 nm 
de diâmetro, podem ocorrer 
sozinhas, imóveis
Metanol, mono-, di- e 
t r i m e t i l a m i n a ( n a 
presença de H2)
Intestino de humanos, 
r u m i n a n t e s e 
plantação de arroz
Cresce entre 25-45ºC, pH 7,6, 
extrato de levedura e vitaminas 
do complexo B estimulam 
crescimento
- N K A M G A e 
DRANCOURT, 2016
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2.4 Métodos de estudo de ecologia microbiana aplicado às arqueias 
2.4.1 Métodos dependentes de cultivo 
O cultivo de arqueias metanogênicas estritamente anaeróbias exige que todos 
os tipos de manipulação evitem ao máximo a presença de oxigênio. Desse modo, os 
métodos de cultivo de arqueias metanogênicas diferem daqueles utilizados na 
microbiologia convencional. Para garantir a anaerobiose devem ser adotadas 
técnicas de manipulação de culturas e preparo de material sob atmosfera 
controlada, que pode ser obtida através de sistemas de distribuição de gases. Os 
meios de cultura também são acrescidos de substâncias redutoras para manter o 
potencial de óxido-redução abaixo de -300 mV (ZINDER, 1993; ROTHE e THOMM, 
2000).  
A técnica de roll-tube (HUNGATE e MACY, 1973)  consiste na distribuição de 
um meio contendo ágar nas paredes internas de um tubo de modo que haja a 
formação de uma fina camada. Nesta técnica também é utilizada atmosfera 
controlada a fim de evitar a entrada de oxigênio.  
Singh et al. (2005) realizaram cultivo a partir de amostras de sedimento 
marinho coletadas na Baía Skan (Alasca). O sedimento foi inoculado em meio MSH 
contendo 20 mM de TMA e em seguida foi diluído em série. Todos os tubos foram 
inoculados a 15 ºC e monitorados quanto a produção de metano e foi observado que 
a maior diluição que produziu metano foi a 10-3 após 4 semanas de incubação. As 
culturas foram então isoladas através de roll-tube e confirmada a pureza através de 
microscopia, sendo obtidas três culturas puras. Através de sequenciamento do gene 
16S rRNA foi possível observar que os organismos de uma das culturas era mais 
próximo a Methanosarcina baltica, entretanto, estudos de hibridização DNA-DNA 
indicam que a relação é de 88%, sugerindo uma nova linhagem dentro dessa 
espécie, enquanto as outras duas culturas eram 99,8% similares a 
Methanococcoides burtonii, mas a análise de hibridização DNA-DNA indica que uma 
das culturas tem uma proximidade de 55%, sugerindo uma nova espécie que foi 
denominada M. alaskense. 
O estudo de micro-organismos estritamente anaeróbios utilizando-se apenas 
de técnicas dependentes de cultivo é difícil pois estes organismos apresentam baixo 
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metabolismo e condições muito específicas de cultivo (SEKIGUCHI, 2006; SAKAI et 
al., 2009). Por conta dessa dificuldade, há um grande número de arqueias ainda não 
cultivadas e não isoladas. 
A dificuldade em simular condições encontrados nos ambientes de origem dos 
micro-organismos, tais como interações sintróficas, simbiose e parâmetro 
nutricionais, são algumas das condições responsáveis pela baixa taxa de micro-
organismos cultivados (NICHOLS et al., 2008). Em boa parte dos ambientes são 
encontradas condições oligotróficas e ao serem transferidos desses ambientes para 
condições laboratoriais com meio enriquecidos, os micro-organismos podem ter o 
crescimento inibido, especialmente aqueles com baixas taxas metabólicas, ou até 
mesmo morrerem (PRAKASH et al., 2013).  
Imachi et al. (2011) cultivaram arqueias metanogênicas a partir de amostras 
de sedimento marinho. O cultivo foi realizado em um biorreator de fluxo contínuo que 
recebia água do mar sintética e aos 560 e 761 dias de incubação foram retiradas 
amostras para realizar cultivo em vials contendo 20 mL de meio sob atmosfera de 
N2:CO2 e diferentes substratos metanogênicos (TMA, metanol, 2-propanol, formiato 
ou H2), além de glicose, extrato de levedura, acetato ou propionato e seus 
respectivos produtos de fermentação (etanol, lactato e butirato). Também foram 
feitos cultivos na presença e ausência de antibióticos, a fim de obter culturas de 
arqueias. Nas culturas contendo TMA ou metanol foram identificadas arqueias 
pertencentes aos gêneros Methanococcoides e Methanosarcina, respectivamente. 
Através de cultivo de enriquecimento a partir de sedimento estuarino, Ticak et 
al. 2015, observaram que o gênero Methanococcoides, que é exclusivamente 
metilotrófico, também é capaz de usar compostos metilados quaternários, como o 
tetrametilamônio (QMA). Um dos isolados obtidos crescia na presença de QMA e 
TMA, mas na presença de dimetilamina, monometilamina e metanol o crescimento 
era mais lento. Esse mesmo isolado ao crescer com 80 mM de QMA atingia a fase 
de "morte" logo após a fase estacionária, possivelmente pelo acúmulo de amônia ou 
mudança de pH do meio. 
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2.4.2 Métodos independentes de cultivo 
Métodos independentes de cultivo são aqueles que possibilitam caracterizar 
uma comunidade microbiana sem que os organismos em questão sejam 
enriquecidos. Alguns exemplos de técnicas incluem o qPCR (quantitative 
polymerase chain reaction), o DGGE (denaturing gradient gel electophoresis), o 
FISH (fluorescent in situ hybridization) e o sequenciamento em plataforma Illumina 
MiSeq.  
A técnica de PCR (polymerase chain reaction) envolve a amplificação de 
genes ou sequências de genes específicas. O PCR quantitativo (qPCR), variação do 
método tradicional, permite quantificar o número de cópias de genes taxonômicos ou 
funcionais, o que permite inferir sobre variações na abundância de genes e/ou 
diferentes níveis de expressão de um determinado gene em uma amostra ambiental 
ou de cultivo. 
O gene que codifica para a unidade 16S do RNA ribossomal (16S rRNA) é 
amplamente utilizado como um marcador filogenético e a aplicação de técnicas de 
sequenciamento genômico e metagenômico permitem a detecção e identificação de 
arqueias. Além disso, genes funcionais, como  o gene que codifica a subunidade alfa 
da metilcoenzima redutase (mcrA), restrito às arqueias metanogênicas, pode ser 
utilizado para identificar arqueias metanogênicas e monitorar processos 
metanogênicos (HALLAM et al, 2003). 
O desenvolvimento das técnicas moleculares nos últimos 50 anos permitiu 
que a biodiversidade de micro-organismos, incluindo arqueias, fosse um pouco mais 
conhecida, possibilitando compreender a composição, estrutura e funcionalidade de 
comunidades microbianas (GARZA e DUTILH, 2015). O avanço de técnicas 
moleculares permitiu o sequenciamento do genoma de arqueias não cultivadas a 
partir de culturas de enriquecimento (ELKINS et al., 2008; HALLAM et al., 2006) e 
até mesmo de single cells (BLAINEY et al., 2011). Para exemplificar, em um estudo 
recente, três sequências parciais do genoma de arqueias provenientes de sedimento 
marinhos foram reconstruídas o que gerou um possível novo filo, o Lokiarchaeota 
(SPANG et al., 2015). 
Apesar do conhecimento da biodiversidade de micro-organismos ter sido 
ampliada com o advento das técnicas moleculares, ainda permanecem lacunas 
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entre a avaliação do potencial genômico e a atribuição da função de genes e 
proteínas (ZENGLER et al., 2002; GIOVANNONI e STINGL, 2007; CARDENAS e 
TIEDJE, 2008).  
Utilizar apenas métodos dependentes ou independentes de cultivo isolados 
não é suficiente para estudar adequadamente a diversidade microbiana. Dados 
moleculares podem ser usados como base para aperfeiçoar protocolos de cultivo, 
assim como novos isolados permitem o descobrimento de novas vias metabólicas, 
além de permitir que primers e sondas mais eficientes sejam desenhadas 
(GIOVANNONI e STINGL, 2007; SONG et al., 2009; STEWART,  2012; ZENGLER e 
PALSSON, 2012). 
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3. OBJETIVOS 
O objetivo principal do trabalho foi estudar a diversidade cultivável de 
arqueias metanogênicas metilotróficas a partir de sedimento marinho coletado nas 
proximidades da geleira Wanda, Arquipélago Ilhas Shetlands do Sul, Antártica. Para 
atingir este objetivo, foram determinados os seguintes objetivos específicos: 
● cultivar arqueias metanogênicas em meio salino contendo os 
substratos metanol e/ou trimetilamina em diferentes concentrações finais na 
presença ou não de hidrogênio; 
● determinar taxas de produção de metano em função das diferentes 
concentrações de substratos metanogênicos distintos;  
● caracterizar morfologicamente as células encontradas nos cultivos 
através de microscopia de contraste de fase e fluorescência; 
● conhecer a composição taxonômica das culturas enriquecidas através 
de sequenciamento em plataforma Illumina MiSeq; 
● obter colônias através de técnicas de isolamento e caracterizar 
através de métodos de microscopia e sequenciamento do gene rRNA 16S. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1 Coleta de amostra 
Uma amostra de sedimento foi coletada nas proximidades da geleira Wanda 
(62°06’08,4”S, 58°21'15,6"W) pela equipe associada ao Projeto “A vida microbiana 
na criosfera Antártica: mudanças climáticas e bioprospecção (MICROSFERA)”, 
CNPq 407816/2013-5, coordenado pela Profa. Dra. Vivian Helena Pellizari, do 
Instituto Oceanográfico da Universidade de São Paulo, utilizando draga Petit Ponar 
durante a Operação Antártica XXXIII no período de dezembro a fevereiro de 2015 e 
armazenadas em saquinhos estéreis tipo whirl pack a 4 ºC até o momento do uso.  
O sedimento foi coletado a 25 m de profundidade, apresentava partículas 
predominantemente do tamanho de areia e poucas partículas do tamanho de silte e 
argila, havia a presença de rochas e pedaços de algas.  
4.2 Desenho experimental 
A partir do sedimento coletado foi realizada uma etapa inicial de 
enriquecimento de culturas metanogênicas metilotróficas durante trabalho de 
conclusão de curso (RAFAEL, 2015). A construção da estratégia experimental 
adotada inicialmente partiu de informações existentes na literatura sobre a área de 
estudo, as quais apontavam para uma presença significativa de arqueias 
pertencentes ao filo Euryachaeota e à classe Thermoplasmata (PESSI et al., 2015), 
à qual pertence também a ordem Metanomassiliicoccales. Esta ordem, descoberta 
recentemente, é conhecida por utilizar metanol na presença de hidrogênio e 
metilaminas como substratos metanogênicos (BORREL et al., 2012; PAUL et al., 
2012; DRIDI et al., 2012; IINO et al., 2013, POULSEN et al., 2013; BRUGERE et al., 
2013; LANG et al., 2015). Apesar de não haver indícios mais conclusivos da 
presença da ordem metanogênica, optou-se por utilizar substratos metilotróficos 
como o metanol e a trimetilamina, na presença ou não de hidrogênio para obtenção 
de culturas metanogênicas a partir de sedimento das proximidades do glaciar 
Wanda. 
Foram testadas duas condições diferentes de meio (salino e não salino) e 
duas diferentes concentrações de substratos (5 mM ou 10 mM de trimetilamina e 
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metanol), totalizando quatro culturas, todos sob atmosfera de H2:CO2. A partir destes 
testes iniciais foram escolhidas as duas culturas em meio salino para o 
desenvolvimento deste trabalho pois estavam produzindo metano. Estes cultivos de 
enriquecimento inicial (EI) foram então submetidos às etapas descritas no desenho 
experimental esquematizado na Figura 5. 
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Figura 5. Desenho experimental. 
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Os enriquecimentos selecionados foram repicados (R1) em diferentes 
concentrações de substratos e na presença de diferentes gases (ver item 4.3). O 
monitoramento das culturas também foi feito através de cromatografia gasosa com 
detector de ionização de chama (GC/FID), usando as condições descritas em 
Nakayama et al. (2011), microscopia de contraste de fase e fluorescência, extração e 
sequenciamento de DNA. Foram realizadas realimentações, trocas de atmosfera e 
reposição de meio caso observada estabilização da produção de metano. 
 As culturas foram repicadas mais duas vezes (R2 e R3) seguindo as mesmas 
condições das culturas anteriores. No caso do R3, foram apenas repicadas as 
culturas do R2 que produziram metano.  
Para a realização de roll-tube e sequenciamento buscou-se escolher apenas 
culturas que produziam metano, visando o isolamento e caracterização de arqueias 
metanogênicas. 
Com base na produção de metano foram selecionadas três culturas (2, 7 e 8) 
que foram repicadas em meio salino seguindo as mesmas condições de cultivo, mas 
utilizando 50% da cultura como inóculo. 
4.3 Cultivo de enriquecimento 
Para realizar os cultivos de enriquecimento, primeiramente foi preparado o 
meio água do mar sintética modificada (Tabela 2), sob condições de anaerobiose. 
Em seguida, o meio foi distribuído em tubos Hungate e autoclavados a 121 ºC por 20 
minutos. Antes de realizar o inóculo, a atmosfera dos tubos foi trocada para N2:CO2 
(70:30) e foram acrescentados 0,1 mL de uma solução de bicarbonato de sódio 
(10%), 0,1 mL de solução de vitaminas (Anexo A), substratos metanogênicos com 
concentração final de 10 ou 20 mM e por fim 0,2 mL de solução redutora (L-cisteína 
0,1%). Foi utilizado 0,5 g de sedimento para cada tubo. 
 47
Tabela 2. Composição da água do mar sintética modificada (KELLER, 1987). 
Os tubos foram incubados a 20 ºC em posição horizontal a fim de aumentar a 
superfície de contato do meio com a atmosfera. Após quinze dias de incubação 
foram feitas medidas de produção de metano e, após a detecção de metano na 
atmosfera dos tubos foram feitos repiques e análises microscópicas das culturas em 
microscópio de contraste de fase e fluorescência. 
A partir desse enriquecimento inicial, foram feitos três repiques (Figura 6) 
seguindo as mesmas condições utilizadas anteriormente, em frascos de antibiótico 
de 30 mL tampados com batoques de borracha de butila e fechados com lacres de 
alumínio.  
Reagentes Quantidade
NaCl 24,55 g
KCl 0,75 g
MgCl2.6H2O 4,07 g
CaCl2.2H2O 1,47 g
MgSO4 6,04 g
Extrato de levedura 0,50 g
Solução traço de metais 10 mL
Água Milli-Q 1000 mL
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Figura 6. Sequência de repiques realizados a partir das culturas de enriquecimento. Em vermelho são as culturas iniciais; em azul o primeiro repique (R1); em 
laranja o segundo repique (R2) e em verde o terceiro repique (R3). 
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As culturas foram monitoradas quanto à produção de metano através de 
cromotagrafia gasosa. Para análise foram retiradas alíquotas de 0,1 mL de gás 
presente na atmosfera do frasco com auxílio de seringa descartável de 1mL e 
injetadas em cromatógrafo a gás HP8560 equipado com detector de ionização de 
chamas (FID), seguindo as condições descritas por Nakayama et al. (2011).  
Periodicamente foram retiradas amostras de cada cultura a fim de observar as 
morfologias presentes, número de células e presença ou não de auto-fluorescência. 
A observação foi feita com um microscópio Olympus BX51 com sistema de captura 
de imagem CCD Olympus DP72 e processadas pelo programa ImagePro 6.3 (Media 
Cybernetics). 
Amostras para sequenciamento de DNA foram retiradas de acordo com 
alterações na produção de metano, tanto picos de produção quanto quedas, e 
armazenadas a -80 ºC. 
4.4 Isolamento por roll-tube 
A fim de obter colônias isoladas de arqueias metanogênicas, foram escolhidas 
culturas que estavam produzindo metano (1, 2 e 9). Primeiramente as culturas foram 
diluídas a 10-1, 10-2 e 10-4 e em seguida inoculadas em frascos para roll-tube, 
contendo o mesmo meio das culturas originais acrescido de 2% de ágar 
bacteriológico. Após adicionar o ágar os frascos foram autoclavados. Para realizar o 
inóculo, foram seguidas as mesmas etapas de preparo do meio de cultura descritas 
para o meio líquido (item 4.3). Em seguida foi acrescido 1,0 mL de inóculo em cada 
frasco e estes frascos foram rolados rapidamente em uma bandeja contendo água e 
gelo até a solidificação do meio. Os frascos foram incubados a 20 ºC em posição 
invertida a fim de manter a água de condensação próxima à tampa do frasco. Além 
de observar a formação de colônias, também foi medida a produção de metano 
através de cromatografia gasosa.  
As colônias foram removidas do frasco com o auxílio de pipeta de vidro com a 
ponta curva, sob fluxo de nitrogênio e transferidas para meio líquido, seguindo as 
mesmas condições dos cultivos iniciais. Ao retirar algumas colônias e inocular em 
meio líquido, foi observado por microscopia que as colônias não estavam isoladas. 
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Dessa forma, para a retirada das colônias dos outros roll-tubes buscou-se escolher 
colônias isoladas com auxílio de uma lupa binocular Zeiss Stemi SV11. 
4.5 Extração de DNA 
4.5.1 Extração de DNA de amostras de cultura e de amostra de sedimento 
Foram retiradas amostras para extração de DNA de acordo com alterações 
nos padrões de produção de metano ou no tempo zero de cada inóculo e 
armazenados a -80ºC até o momento de uso. Para realizar a extração de DNA das 
amostras de cultura foi utilizado o Kit PureLink® (Invitrogen, CA, EUA), seguindo as 
instruções do fabricante. 
Para extração de DNA da amostra de sedimento foi utilizado o PowerSoil® 
DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, CA, EUA) e seguidas as instruções do 
fabricante. As amostras foram armazenadas a -80 ºC até o momento de uso. 
4.6 Análise de sequências 
Na primeira análise de sequências as amostras de DNA previamente 
extraídas das culturas 1, 2, 7 e 8 foram enviadas para sequenciamento na 
plataforma Illumina Miseq na empresa Macrogen (Coréia). Numa segunda análise, 
amostras das culturas 5, 7, 8, 9, 2A, 7A, 8A e cinco colônias obtidas da diluição 10-4 
do roll-tube da cultura 1 para sequenciamento na plataforma Illumina Miseq foram 
enviadas para a empresa Mr. DNA (Texas, EUA) (Tabela 3). 
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Tabela 3. Resumo das amostras enviadas para sequenciamento relacionando o tempo de incubação 
e produção de metano. 
 Para a amplificação da região hipervariável V3-V4 do gene 16S rRNA foram 
utilizados os primers universais 515F (5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) e 806R 
(5’GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’) (CAPORASO et al., 2010) com cobertura de 
86,8% para o Domínio Bacteria e 52,9% para o Domínio Archaea. A cobertura dos 
primers foi verificada através da ferramenta ARB PT - SILVA (https://www.arb-
silva.de/search/testprime/) (LUDWIG et al., 2004). 
A análise das sequências foi realizada no software Quantitative Insights Into 
Microbial Ecology (QIIME) (CAPORASO et al., 2010), seguindo quatro etapas: (1) os 
reads pareados (R1 e R2) foram unidos através do software PEAR (ZHANG et al., 
2011), definindo o tamanho mínimo de sobreposição entre os reads e o comprimento 
mínimo das sequências (250 pares de base); (2) utilizando o software USEARCH 8, 
(EDGAR, 2010) as sequências foram trimadas e foi determinado o tamanho mínimo 
Cultura Tempo de incubação Metano Empresa
1 (EI - 5 mM H2:CO2) 257 Estabilizado Macrogen
2 (EI - 10 mM H2:CO2) 257 Estabilizado Macrogen
7 (R1 - 10 mM H2:CO2) 201 Produção de metano Macrogen
8 (R1 - 10 mM N2:CO2) 201 Produção de metano Macrogen
7 (R1 - 10 mM H2:CO2) Tempo zero - Mr. DNA
8 (R1 - 10 mM N2:CO2) Tempo zero - Mr. DNA
5 (R1 - 10 mM MeOH 
H2:CO2)
671 Produção de metano Mr. DNA
9 (R1 - 20 mM MeOH 
H2:CO2)
645 Produção de metano Mr. DNA
2A (10 mM H2:CO2) 14 Produção de metano Mr. DNA
7A (10 mM H2:CO2) 22 Produção de metano Mr. DNA
8A (10 mM N2:CO2) 14 Produção de metano Mr. DNA
Colônia 1 1.10-4 87 - Mr. DNA
Colônia 2 1.10-4 87 - Mr. DNA
Colônia 3 1.10-4 87 - Mr. DNA
Colônia 4 1.10-4 87 - Mr. DNA
Colônia 5 1.10-4 87 - Mr. DNA
Sedimento - - Mr. DNA
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de 250 pares de bases e máximo de 350 pares de bases; (3) as sequências foram 
agrupadas em OTUs com similaridade de 97%, classificadas pela base de dados 
SILVA v132 (https://www.arb-silva.de) e foram filtradas para selecionar apenas as 
sequências que representassem mais de 0,1% de abundância relativa; (4) os 
gráficos de barra com as classificações foram feitos através do software R (R 
Development Core Team, 2008). 
 Para as amostras enviadas à empresa Mr. DNA, não houve necessidade de 
executar a etapa de junção das sequências R1 e R2, uma vez que a empresa já 
forneceu as sequências unidas. As demais etapas foram executadas como descrito 
acima.  
5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 Sequenciamento de amostra de sedimento 
Foram encontradas 80.170 sequências que foram classificadas em 425 
unidades operacionais taxonômicas (OTUs) distribuídas em uma amostra de 
sedimento. Os filos mais abundantes encontrados no sedimento coletado próximo à 
geleira Wanda foram: Proteobacteria (66,5%) e Bacteroidetes (16,2%). Os filos 
Verrucomicrobia (5,2%), Actinobacteria (4,0%), Planctomycetes (2,5%) e 
Acidobacteria (1,0%) também foram observados, mas em menor abundância (Figura 
7). 
Segundo Pessi et al. (2015) os filos mais abundantes nas amostras de solo 
coletadas nas proximidades da geleira Wanda foram Proteobacteria (47,8%), 
seguido de Bacteroidetes (18,5%), Euryarchaeota (10,0%), Actinobacteria (4,9%), 
Planctomycetes (3,1%), Crenarchaeota (2,8%), Acidobacteria (2,0%) e 
Verrucomicrobia (1,5%). Dos 8 filos encontrados no trabalho de Pessi et al. (2015), 6 
também foram encontrados no presente trabalho e em proporções semelhantes. Os 
outros 2 filos que não foram observados são ambos do Domínio Archaea, 
Crenarchaeota e Euryarchaeota. Entretanto, os enriquecimentos iniciais 1 e 2, 
inoculados diretamente com sedimento, apresentaram atividade metanogênica 
intensa com poucos dias de incubação, indicando que o inóculo continha uma 
população ativa de arqueias metanogênicas (RAFAEL, 2015).  
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Uma possível explicação para os resultados contrastantes derivados do 
sequenciamento e do cultivo pode estar relacionada ao método de extração de DNA. 
Diversos fatores podem influenciar na eficiência de extração de DNA, incluindo o tipo 
de amostra (sedimento, no caso deste trabalho), o método de extração de DNA e a 
própria composição da parede celular de arqueias. 
Theiss, Rother e Röske (2016) avaliaram a influência de diferentes kits de 
extração de DNA de arqueias na qualidade e quantidade de DNA extraído de 
amostras de lodo de uma planta de biogás. Os kits utilizados pelos autores para 
extração de DNA foram Ultra Clean Soil DNA Isolation Kit - MO BIO Laboratories 
(UC), Power Soil DNA Isolation Kit - MO BIO Laboratories (PS), NucleoSpin Soil Kit
— Macherey-Nagel  (MN), JET Genomic DNA Purification Kit (JET) e QIAamp Fast 
DNA Stool Mini Kit—QIAGEN (QIA). Após a extração de DNA, a análise de 
diversidade foi feita através de DGGE e a técnica de qPCR foi utilizada para 
comparar a quantidade de cópias de genes de bactérias obtidas após cada tipo de 
extração.  O DNA extraído e isolado através dos diferentes métodos foi visualizado 
através de gel de eletroforose e quantificado via espectrofotometria a 260 e 280 nm. 
Uma razão abaixo de 1,8 da proporção 260/280 indicava que a qualidade do DNA 
era baixa, o que foi o caso dos kits PS, UC e  JET. Na análise de DGGE, foram 
utilizados entre 80-100 ng de produto de PCR utilizando 2 pares de primers de 
Archaea. Para a interpretação dos resultados dos padrões de bandas, foram 
construídos dendogramas com base no coeficiente de similaridade de Jaccard e no 
método UPGCMA (método de grupos de pares não ponderados com média 
aritmética) de clusterização. Os autores concluíram que o kit MN foi o mais 
adequado para reproduzir a comunidade de arqueias nas amostras de diferentes 
reatores de biogás. Em relação ao qPCR, o número de cópias de genes de bactérias 
só apresentou diferenças quando foram utilizados os kits UC e  JET. Já o número de 
cópias de genes de arqueias sofreu maior variação com os kits QIA, PS, UC e  JET. 
Os autores concluíram que para lodo de planta de biogás o kit MN  foi o que melhor 
representou a diversidade de arqueias.  
Roopnarain et al. (2017) também avaliaram a influência de diferentes métodos 
de extração na qualidade e quantidade de DNA extraído de bactérias e arqueias a 
partir de amostras de digestor anaeróbio. Foram utilizados os kits Soil Microbe DNA 
MiniPrep—Zymo Research (ZR), QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit—QIAGEN  (QIA), 
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NucleoSpin Soil Kit— Macherey-Nagel (MN), MagMAX Total Nucleic Acid Isolation 
Kit—Manual— Thermo Fisher Scientific  (Mag-Man), MagMAX Total Nucleic Acid 
Isolation Kit—Automated— Thermo Fisher Scientific  (Mag-Aut), Powersoil DNA 
Isolation Kit— MO BIO laboratories  (PS), Meta-G-Nome DNA Isolation Kit—
Epicentre (EPI) e extração com brometo de cetrimônio (CTAB). A maior quantidade 
de DNA quantificada com Qubit foi observada nas amostras extraídas com CTAB, 
seguido por ZR, MN, QIA, OS Mag-Aut, Mag-Man e EPI. Em relação ao coeficiente 
da proporção 260/280, os kits que tiveram valor igual ou maior que 1,8, ou seja, que 
apresentavam DNA mais puro foram Mag-Aut, QUIA e MN.  
As arqueias possuem paredes celulares de diversos tipos incluindo camadas 
de proteínas de membrana (S-layer), pseudomureína, metanocondroitina e 
combinações desses polímeros e S-layer (ALBERS e MEYER, 2011). As estruturas 
da parede celular permitem maior resistência à lise (JARRELL et al., 1992), incluindo 
a presença das proteínas de membrana (S-layer) em células de algumas arqueias, 
que evita a lise por alguns métodos de extração de DNA.  Segundo dados obtidos no 
trabalho de Roopnarain et al. (2017), os kits ZR, MN, PS e Mag-Aut foram eficientes 
em lisar as células que apresentavam S-layer. 
Apesar dos dois trabalhos citados não serem de amostras de sedimento, é 
possível observar que o método de extração tem grande influência na quantidade e 
qualidade de DNA obtida, especialmente de células de arqueias. Ambos os trabalhos 
sugerem que o kit NucleoSpin Soil Kit— Macherey-Nagel  (MN) seja a melhor opção 
para extração de DNA de arqueias metanogênicas, entretanto, no trabalho de Pessi 
et al. (2015) foi utilizado o mesmo kit que neste trabalho (Powersoil DNA Isolation 
Kit). Dessa forma, a ausência do filo Euryarchaeota no sequenciamento da amostra 
de sedimento pode estar relacionada ao protocolo de extração de DNA utilizado, 
mas também não se pode descartar a possibilidade da cobertura dos primers 
utilizados ter sido insuficiente, apesar de dados sugerirem que os primers utilizados 
no presente trabalho são mais abrangentes que os utilizados por Pessi et al. (2015), 
inclusive para grupos metanogênicos (Tabela 4). Novas extrações com adaptações 
no método deverão ser incluídas para análises posteriores, incluindo testes com 
primers específicos para o Domínio Archaea para confirmação dos resultados.  
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Tabela 4. Cobertura dos primers utilizados no presente trabalho (515f/806r) e no trabalho de Pessi et 
al. (2015) (807f/1050r) para grupos taxonômicos de interesse, considerando “0 mismatch” e “1 
mismatch”. Fonte: ARB PT - SILVA (https://www.arb-silva.de/search/testprime/) (LUDWIG et al., 2004). 
Dentre os filos encontrados na amostra de sedimento, o filo Proteobacteria, 
um dos maiores filos dentro do domínio Bacteria (GUPTA, 2000; YILMAZ et al., 
2016), foi o predominante. Este filo tem ampla diversidade filogenética e fenotípica, 
sendo encontrado em diversos os ambientes, inclusive em ecossistemas marinhos 
(ZINGER et al., 2011). Os organismos pertencentes a este filo são gram-negativos e 
alguns membros são conhecidos por atuarem na etapa de acidogênese da digestão 
anaeróbia (YAMADA et al., 2006) e serem capazes de fornecerem fontes de carbono 
adequadas às arqueias metanogênicas. A maior abundância relativa do filo 
Proteobacteria em amostras de sedimento marinho já foi anteriormente reportada na 
Península Antártica (FRANCO et al., 2017; WANG et al., 2017). 
O filo Bacteroidetes compreende organismos diversos, desde anaeróbios 
estritos a aeróbios. São bactérias gram-negativas, apresentam morfologia de bacilos 
e são conhecidos por degradarem matéria orgânica complexa (KIRCHMAN, 2002). 
São considerados importantes durante a floração do fitoplâncton, que na Antártica 
geralmente ocorre durante o verão austral (período de coleta do sedimento utilizado 
no presente trabalho), em função do degelo (NEDZAREK, 2008) e leva a um maior 
aporte de matéria orgânica, pois produzem enzimas extracelulares capazes de 
degradar a parede celular de algas (TEELING, 2002). 
O filo Bacteroidetes também foi observado em amostras de solo coletadas em 
transectos de 2 geleiras nas Colinas Larsemann na Antártica e apesar do filo ter sido 
Grupo taxonômico
515f/806r 807f/1050r
0 mismatch (%) 1 mismatch (%) 0 mismatch (%) 1 mismatch (%)
Archaea 52,9% 94,6% 19,4% 83,1%
Euryarchaeota 87,8% 96,2% 1,6% 81,6%
Methanomicrobia 89% 95,2% 0,2% 83,2%
Thermoplasmata 86,9% 96,1% 5,6% 56,3%
Crenarchaeota 3,3% 94% 13,9% 79,8%
Nanoarchaeota 51,9% 81% 19,1% 68,2%
Thaumarachaeota 50% 94,7% 87,9% 94,1%
Bacteria 86,8% 95% 86,8% 95,4%
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observado em todos os pontos ao longo dos transectos, nos pontos de coleta mais 
próximos das geleiras a abundância era maior (BAJERSKIi e WAGNER, 2013). 
O filo Verrucomicrobia é comumente encontrado em amostras de solo e 
aparentemente está em menor abundância em ambientes marinhos (BERGMANN et 
al., 2011; FREITAS et al., 2012), representando uma minoria em sedimento marinhos 
Antárticos (BOWMAN e MCCUAIG, 2003). Alguns organismos do filo podem utilizar 
metano como fonte de carbono (POL et al., 2007; CACERE et al., 2017) 
Acredita-se que 9% da diversidade celular em sedimentos marinhos 
corresponde ao filo Actinobacteria (BULL et al., 2005). Além disso, o filo já foi 
observado em amostras de solo em transectos de 2 geleiras nas Colinas Larsemann 
(Antártica Oriental), sendo  o grupo mais abundante e representando 51% em todas 
as amostras (BAJERSKIi e WAGNER, 2013). 
O filo Planctomycetes apresenta algumas características distintas dentro do 
Domínio Bacteria, como por exemplo o citoplasma dividido em compartimentos e 
parede celular sem peptideoglicano (FUERST, 2005). Normalmente representam 
menos de 5% da comunidade do bacterioplâncton na costa marinha (RUSCH et al., 
2007; SCHATTENHOFER et al., 2009). 
Estudos metagenômicos sugerem que o filo Acidobacteria é diverso e 
distribuído em diversos ambientes (KIELAK et al., 2016), é amplamente encontrado 
em solos, podendo representar cerca de 52% da comunidade total de bactérias 
(DUNBAR et al., 2002; SAIT, DAVIS e JANSSEN, 2002), além de serem capazes de 
sobreviver em condições oligotróficas (WARD et al., 2009). Através de análise de 
DGGE em amostras de sedimento e solo na Península Fildes (Antártica), Foong, 
Ling e González (2010) observaram que o filo Acidobacteria era o terceiro mais 
abundante (13,1%), ficando atrás de Bacteroidetes (27,4%) e Proteobacteria 
(25,7%).  Apesar da análise de comunidade de amostras de solo e sedimento ser em 
outra região da Ilha Rei George, o padrão dos filos Bacteroidetes e Proteobacteria 
serem os mais abundantes foi também observado nos dois trabalhos sobre a 
composição da comunidade nas proximidades da Geleira Wanda (este trabalho, 
Pessi et. al., 2015). 
Meisinger et al. (2007) observaram através de hibridização fluorescente in situ 
(FISH) que membros da subdivisão 7 e 8 do filo Acidobacteria estavam sempre 
associados com organismos pertencentes às classes Gammaproteobacteria ou 
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Epsilonproteobacteria, portanto, acredita-se que existam relações ecológicas entre 
membros dos filos Acidobacteria e Proteobacteria. Os resultados obtidos no 
presente trabalho corroboram esta ideia. 
Figura 7. Abundância relativa dos filos de bactérias e arqueias presentes na amostra de sedimento 
coletada próximo à geleira Wanda. 
 
Em relação às classes (Figura 8), as mais abundantes foram 
Gammaproteobacteria (39,4%), Deltaproteobacteria (19,5%), Bacteroidia (16,0%), 
Alphaproteobacteria (7,4%), Verrucomicrobiae (5,2%) e Acidimicrobiia (3,7%), 
enquanto no trabalho de Pessi et al. (2015) as classes mais abundantes foram 
Gammaproteobacteria (31,0%), Betaproteobacteria (11,6%), Thermoplasmata 
(10,0%), Sphingobacteria (9,1%) e Flavobacteria (9,0%). 
Alguns membros das classes Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria 
são capazes de realizar decomposição de matéria orgânica a partir de algas 
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(TEELING et al., 2012; KIRCHMAN, 2002). Sabe-se que algas produzem TMA 
(FUJIWARA-ARASAKI e MINO, 1972), dessa forma, a presença desses grupos no 
sedimento pode estar relacionada com o fornecimento de TMA ou outros compostos 
orgânicos às arqueias e outros grupos de bactérias. 
Alguns organismos da classe Deltaproteobacteria são conhecidos por realizar 
redução de sulfato e são encontrados abundantemente na superfície de sedimentos 
marinhos (BOWMAN, MCCAMMON e DANN, 2003). Bactérias redutoras de sulfato 
competem com as arqueias metanogênicas por substrato, em especial acetato e H2 
(REEBURGH, 2007). Assim, a metanogênese tende a ocorrer em profundidades 
onde há concentrações menores de sulfato, sendo possível identificar diferentes 
zonas biogeoquímicas. Ao longo da coluna de sedimento, a zona de metanogênese 
tende a ocorrer abaixo da zona de redução de sulfato e na interface entre ambas 
ocorre a oxidação anaeróbia de metano (AOM) (JØRGENSEN e KASTEN, 2000). 
A classe Bacteroidia é uma das quatro classes pertencentes ao filo 
Bacteroidetes e apresenta apenas uma ordem, Bacteroidales. A descrição da classe 
é a mesma que a da ordem, dessa forma, membros dessa classe são gram-
negativos, anaeróbios ou anaeróbios facultativos e apresentam morfologia fusiforme, 
bacilos finos ou coco-bacilo (KRIEG et al., 2011). 
A classe Acidimicrobiia, pretencente ao filo Actinobacteria, foi descrita com 
base no gene rRNA 16S (NORRIS, 2015). Zhang et al. (2016) observaram através 
de pirossequenciamento 454 que a classe Acidimicrobiia era a segunda mais 
abundante em torno de 5 geleiras na China, representando cerca de 10% da 
abundância relativa.  Cleary et al. (2017) ao analisarem a comunidade de bactérias 
em sedimentos coletados em diferentes profundidades de ambiente estuarino, 
observaram que a classe Acidimicrobiia foi mais abundante em sedimentos 
superficiais que em sedimentos profundos. 
Organismos pertencentes à classe Verrucomicrobiae são gram-negativos, 
apresentam peptideoglicano na parede celular e algumas espécies possuem fímbria 
e  prosteca, um apêndice celular que é extensão da membrana celular (HEDLUND 
et al., 1997). São encontrados em ambientes marinhos, de água doce e no trato 
digestivo de alguns vertebrados, inclusive humanos (HEDLUND, 2015). 
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Figura 8. Abundância relativa das classes de bactérias e arqueias presentes na amostra de 
sedimento coletada próximo à geleira Wanda. 
 
5.2 Produção de metano e caracterização morfológica das culturas de 
enriquecimento inicial (culturas 1 e 2) 
As culturas de enriquecimento inicial 1 e 2 foram inoculadas diretamente do 
sedimento e a produção de metano (Figura 9) foi observada após vinte e dois dias 
de incubação, correspondendo a 1,988  mmoles.L-1  (44,5%) e 2,015 mmoles.L-1 
(45,1%) de metano, respectivamente (RAFAEL, 2015). Apesar da cultura 1 ter 
metade da concentração dos substratos da cultura 2, neste primeiro momento a 
produção de metano foi praticamente igual, indicando possivelmente a presença de 
substratos metanogênicos no sedimento de inóculo. 
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observada após 65 dias de incubação para a cultura 1 correspondendo a 0,606 
mmoles.L-1 de metano (13,6%) e 62 dias para a cultura 2 correspondendo a 0,921 
mmoles.L-1 de metano (20,6%), valores inferiores ao observado antes da 
realimentação. Entretanto, neste momento a maior produção de metano foi realizada 
pela cultura com maior concentração dos substratos. Após 69 dias de incubação a 
concentração de metano na atmosfera dos frascos começou a diminuir e estabilizou-
se.  
Após 583 dias de incubação, foi realizada realimentação e troca de atmosfera. 
A cultura 1 voltou a produzir metano 60 dias após a realimentação, enquanto a 
cultura 2 só voltou a produzir metano após 97 dias de incubação. O pico de 
produção correspondeu a 0,595 mmoles.L-1 de metano (13,3%) e 1,25 mmoles.L-1 
de metano (28,0%), para as culturas 1 e 2, respectivamente. Desse modo, foram 
retiradas amostras tanto para extração e sequenciamento de DNA quanto para 
realizar roll-tube, visando isolar arqueias metanogênicas.   
Figura 9. Produção de metano pelas culturas de enriquecimento inicial 1 (5 mM de metanol e 5 mM 
de trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) em azul e enriquecimento inicial 2 (10 mM de metanol e 
10 mM de trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) em verde. Os pontos desconectados indicam 
realimentação e troca de atmosfera. As setas vermelhas indicam retirada de amostra para 
microscopia; as laranjas indicam retirada de amostra para extração de DNA e as setas roxas indicam 
o momento de retirada de amostra para inóculo em roll-tube. A cor do contorno da seta indica de qual 
cultura foi retirada amostra e a ausência de contorno indica que foi retirada amostra em ambas as 
culturas. 
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Gibb e Hatton (2004) quantificaram a concentração de trimetilamina e outros 
compostos metilados na coluna d’água na costa da Península Antártica durante 
janeiro e fevereiro de 1999, chegando a concentração máxima de 1,6.10-6 
mmoles.L-1, demonstrando que há a presença desse substrato no ambiente o que 
pode justificar a preferência pela trimetilamina pelas culturas e rápida resposta de 
produção de metano. 
 As análises em microscópio de contraste de fase e fluorescência revelaram 
algumas alterações no padrão da composição das comunidades, sendo 
concomitantes com as alterações na produção de metano. Durante o período de 
estabilização da produção de metano, os bacilos foram observados em maior 
abundância (Figura 10), enquanto no período de maior concentração de metano na 
atmosfera dos frascos (Figura 11), foram encontrados em maior abundância os 
cocos irregulares. 
No geral, as análises microscópicas revelaram uma grande diversidade de 
morfologias tanto fluorescentes quanto não fluorescentes, na presença ou ausência 
de metano. 
Figura 10. Morfologias presentes na cultura de enriquecimento inicial 1 (5 mM de metanol e 5 mM de 
trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) com 596 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilo 
comprido sob contraste de fase. (B) (I) Par de bacilo; (II) bacilo escuro e (III) coco escuro sob 
contraste de fase. 
!  
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Figura 11.  Morfologias presentes na cultura de enriquecimento inicial 1 (5 mM de metanol e 5 mM de 
trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) com 692 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Dois 
pares de bacilos sob contraste de fase. (B) Sob luz UV, indicando que as morfologias presentes não 
são fluorescentes. 
As culturas de enriquecimento inicial apresentavam bastante sedimento, o 
que dificultou a observação sob contraste de fase, sendo possível identificar os 
cocos apenas pela fluorescência (Figura 12). 
Figura 12. Morfologias presentes na cultura de enriquecimento inicial 2 (10 mM de metanol e 5 mM 
de trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) com 692 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) Cocos 
sob contraste de fase. (B) Cocos fluorescendo sob luz UV. 
 
   Os bacilos com flagelo (Figura 13. IV) foram observados apenas na cultura 2 aos 
729 dias de incubação. 
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Figura 13. Morfologias presentes na cultura de enriquecimento inicial 2 (10 mM de metanol e 5 mM 
de trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) com 729 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilo; 
(II) Bacilo com flagelo; (III) Coco; (IV)  Diplobacilo sob contraste de fase. (B) (I) Bacilo; (II) Bacilo com 
flagelo e (V)  Diplobacilo; fluorescendo sob luz UV. 
  
5.3 Produção de metano e caracterização morfológica das culturas do repique 
1 (R1) 
O repique 1 (R1) foi feito a partir das culturas de enriquecimento inicial aos 56 
dias de incubação. A produção de metano pelas culturas do R1, exceto as que 
continham apenas metanol como fonte de substrato (culturas 5 e 9) também ocorreu 
num curto período de incubação, após seis dias de incubação estas culturas já 
apresentaram produção de metano.  
Um padrão observado inicialmente no enriquecimento de algumas dessas 
culturas foram alterações na produção de metano, picos de produção seguido de 
quedas, o que demonstrava algum tipo de variação na condição da própria cultura, 
seja biótica como por exemplo alteração na composição da comunidade ou algum 
fator abiótico, como a produção de algum intermediário tóxico para as arqueias 
metanogênicas que posteriormente era degradado. 
5.3.1 Repiques alimentados com 10 mM de metanol e trimetilamina, sob atmosfera 
de H2:CO2 e N2:CO2 (culturas 7 e 8) 
No início da incubação, a cultura 7 produziu 2,05 mmoles.L-1 de metano 
(45,8%) após seis dias de incubação. E a cultura 8, que diferia da 7 apenas pelo gás 
presente na atmosfera do frasco, produziu 1,25  mmoles.L-1 de metano (28,1%) 
(Figura 14). 
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 Após a primeira realimentação e troca de atmosfera que ocorreu aos 13 dias 
de incubação, ambas as culturas começaram a produzir metano no mesmo período. 
A cultura 7 atingiu sua produção máxima de metano aos 187 dias de incubação, 
correspondendo a 3,44 mmoles.L-1 de metano (77,0%), enquanto a cultura 8 
produziu 1,80 mmoles.L-1 (40,4%) em 322 dias de incubação. 
Após um longo período de incubação, uma segunda realimentação das 
culturas foi feita aos 527 dias de incubação. A cultura 8 iniciou a produção de 
metano, em um menor período de tempo (597 dias de incubação), mas produziu no 
máximo 0,952 mmoles.L-1 de metano (21,3%), enquanto a cultura 7 voltou a produzir 
metano aos 616 dias de incubação, mas produziu 1,81 mmoles.L-1 de metano 
(40,5%). 
O padrão de maior produção de metano pela cultura contendo hidrogênio na 
atmosfera foi mantido. Entretanto, após a segunda realimentação, as culturas 
produziram aproximadamente a metade do que foram capazes de produzir no início 
do inóculo, fato que pode estar relacionado a uma alteração na comunidade com o 
tempo de incubação ou a perda de componentes no meio de cultura importantes 
para o crescimento dos grupos metanogênicos.   
Apesar das culturas 7 e 2 (R1 10 mM H2:CO2  e EI 10 mM H2:CO2) 
apresentarem  as mesmas condições de cultivo, a cultura 7 produziu mais metano, 
indicando o enriquecimento de uma população metanogênica ao longo da 
incubação. 
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Figura 14. Produção de metano pelas culturas 7 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) em azul e 8 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob atmosfera de 
N2:CO2) em verde. Os pontos desconectados indicam realimentação e troca de atmosfera. As setas 
vermelhas indicam retirada de amostra para microscopia; as laranjas indicam retirada de amostra 
para extração de DNA. A cor do contorno da seta indica de qual cultura foi retirada amostra e a 
ausência de contorno indica que foi retirada amostra em ambas as culturas. 
Mesmo tendo a mesma concentração de ambos substratos, a cultura 8 
apresentou maior diversidade de morfologias que a cultura 7. Em um dos períodos 
observados (551 dias de incubação) a cultura 7 apresentou maior abundância de 
cocos e células esféricas translúcidas (Figura 15), em outro período eram 
observadas células fluorescentes (Figura 16). A comunidade da cultura 8 foi 
composta principalmente de pequenos cocos escuros, estreptococos, 
estreptobacilos, bacilos escuros, bacilos finos com e sem grânulos (Figura 17). 
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Figura 15. Morfologias presentes na cultura 7 (10 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) com 551 dias de incubação. Aumento 1000x. 
(A) (I) Coco escuro. (B) (I) Coco escuros e (II) Célula esférica translúcida. (C) (I) Par de cocos irregulares e (II) Célula esférica translúcida sob contraste de fase. (D) 
(I) Células esféricas translúcidas; sob contraste de fase. 
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Figura 16. Morfologias presentes na cultura 7 (10 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 610 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I)  Diplobacilo escuro sob 
contraste de fase. (B) (I)  Diplobacilo escuro fluorescendo sob luz UV. 
Algumas morfologias como bacilos finos com grânulos e bacilo com flagelo 
foram apenas observadas na cultura 8. A fluorescência de alguns cocos irregulares 
era mais forte quando comparada com a dos bacilos. (Figura 18. B) 
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Figura 17. Morfologias presentes na cultura 8 (10 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob atmosfera de N2:CO2) com 551 dias de incubação. Aumento 1000x. 
(A) (I) Bacilo fino. (II) Bacilo escuro e (II) Bacilo fino com grânulo. (B) (I) Estreptococo; (II) Bacilo fino e (III) Coco escuro; (C) (I) Coco escuro; (II) Bacilo fino e (III) 
Diplobacilo. (D) (I) Bacilo com flagelo; (II)  Diplobacilo escuro e (III) Bacilos escuros; sob contraste de fase. 
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Figura 18. Morfologias presentes na cultura 8 (10 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de N2:CO2)com 610 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilos; (I) Coco. (B) (I) 
Bacilo e (II) Coco  fluorescendo sob luz UV. 
 
5.3.2 Repiques alimentados com 5 mM de metanol e trimetilamina, sob atmosfera de 
H2:CO2 e N2:CO2 (culturas 3 e 4) 
As culturas nas quais os substratos estavam a uma concentração de 5 mM (3 
e 4), apresentaram comportamento semelhante em relação à produção de metano. 
Entretanto, a cultura que começou a produzir metano mais rapidamente foi a 3, 
comportamento também observado após realimentação que ocorreu aos 607 dias de 
incubação, na qual a cultura 3 produziu metano aos 621 dias, enquanto a cultura 4 
só voltou a produzir metano aos 642 dias de incubação (Figura 19).  
Após 12 dias de incubação houve o primeiro pico de produção de metano, 
correspondendo a 0,699 mmoles.L-1 de metano (15,7%) e 0,812 mmoles.L-1 de 
metano (18,2%) para as culturas 3 e 4, respectivamente, estes valores foram 
menores quando comparados com a produção máxima pelas culturas que 
continham o dobro da concentração destes substratos. 
Após a realimentação realizada aos 607 dias de incubação, entretanto, foram 
observados valores maiores na produção de metano, 1,60 mmoles.L-1 de metano 
(35,9%) aos 635 dias e 0,840 mmoles.L-1 de metano (18,8%) aos 649 dias de 
incubação para as culturas 3 e 4, respectivamente. Ao contrário do que foi 
observado no início da incubação, a cultura contendo hidrogênio na atmosfera, 
produziu mais metano, o que também foi observado na cultura que continha 10 mM 
dos substratos. 
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Figura 19. Produção de metano pelas culturas 3 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) em azul e 4 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob atmosfera de 
N2:CO2) em verde. Os pontos desconectados indicam realimentação e troca de atmosfera. As setas 
vermelhas indicam retirada de amostra para microscopia; as laranjas indicam retirada de amostra 
para extração de DNA. A cor do contorno da seta indica de qual cultura foi retirada amostra e a 
ausência de contorno indica que foi retirada amostra em ambas as culturas. 
No período de 540 dias de incubação havia pouco metano na atmosfera e a 
comunidade das culturas 3 e 4 diferiam morfologicamente. Na cultura 3 havia cocos 
escuros e bacilos (Figura 20) aos 540 dias de incubação, enquanto aos 660 dias de 
incubação, período no qual havia metano na atmosfera, foi observada uma maior 
quantidade de cocos escuros (Figura 21), enquanto na cultura 4 havia predomínio de 
bacilos, estreptobacilos, bacilos com flagelo e bacilos com grânulos (Figura 22 A).  
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Figura 20. Morfologias presentes na cultura 3 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 540 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Coco escuro (B) (I) Coco 
escuro e (II) Bacilo; sob contraste de fase. 
 
Figura 21. Morfologias presentes na cultura 3 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 660 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Estreptobacilo e diversos 
cocos escuros sob contraste de fase. (B) Sob luz UV, indicando que as morfologias presentes não 
são fluorescentes. 
Entretanto, ao serem analisadas aos 660 dias de incubação (após 53 dias da 
realimentação), período no qual ambas culturas produziam metano, as comunidades 
foram morfologicamente similares, apresentando bacilos escuros (fluorescentes), 
estreptobacilos e cocos escuros (Figuras  21 e 23), 
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Figura 22. Morfologias presentes na cultura 4 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de N2:CO2) com 540 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Estreptobacilo. (II) Pares 
de bacilos; (III) Bacilo fino. (IV) Bacilos escuros; (V) Bacilo fino com grânulo e (VI) Bacilo com flagelo. 
(B) (I) Coco escuro; (II)  Diplobacilo; (III) Bacilo com flagelo e (IV) Bacilo escuro; sob contraste de 
fase. 
Figura 23. Morfologias presentes na cultura 4 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de N2:CO2) com 660 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Estreptobacilo sob 
contraste de fase. (B) (I) Estreptobacilo fluorescendo sob UV. 
5.3.3 Repiques alimentados com 10 mM e 20 mM de metanol, sob atmosfera de 
H2:CO2 (culturas 5 e 9) 
As culturas que continham apenas metanol como fonte de substrato (5 e 9), 
começaram a produzir metano após 54 dias de incubação. A produção máxima de 
metano por ambas culturas foi atingida após 161 dias de incubação. A cultura com 
maior concentração de substrato (cultura 9) também foi a que mais produziu metano, 
correspondendo a 0,961 mmoles.L-1 de metano (21,5%), enquanto a cultura com 
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metade da concentração de substrato produziu 0,709 mmoles.L-1  de metano (15,9%) 
(Figura 24). 
O maior tempo de resposta à produção de metano indica que a trimetilamina 
é um substrato preferencial das arqueias encontradas no sedimento marinho nas 
proximidades da geleira Wanda. 
Após realimentação que ocorreu aos 607 dias de incubação, ambas culturas 
produziram metano em 28 dias. A concentração máxima de metano produzido pela 
cultura 5 foi de 1,06 mmoles.L-1 de metano (23,7%) e 2,41 mmoles.L-1 de metano 
(54,0%) pela cultura 9, ambas aos 649 dias de incubação . Assim como no início do 
inóculo, após a realimentação, a cultura contendo 20 mM de metanol produziu mais 
metano quando comparado com a cultura contendo 10 mM do substrato. 
Figura 24. Produção de metano pelas culturas 5 (10 mM de metanol sob atmosfera de H2:CO2) em 
azul e 9 (20 mM de metanol sob atmosfera de H2:CO2) em verde. Os pontos desconectados indicam 
realimentação e troca de atmosfera. As setas vermelhas indicam retirada de amostra para 
microscopia; as laranjas indicam retirada de amostra para extração de DNA e a seta roxa indica o 
momento de retirada de amostra para inóculo em roll-tube. A cor do contorno da seta indica de qual 
cultura foi retirada amostra e a ausência de contorno indica que foi retirada amostra em ambas as 
culturas. 
Ao contrário das culturas contendo ambos substratos, foram observados 
bacilos em maior abundância que cocos (Figura 25). Entretanto, assim como na 
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cultura 2, foram observadas células esféricas translúcidas, mas de diferente 
tamanho (Figura 26). 
Figura 25. Morfologias presentes na cultura  5 (10 mM de metanol sob atmosfera de H2:CO2) com 
610 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilo escuro; (II) Diplobacilo; (III) Coco escuro e (IV) 
Diplobacilo. (B) (I) Bacilos escuros e (II) coco escuro; sob contraste de fase.  
 
Figura 26. Morfologias presentes na cultura 5 (10 mM de metanol sob atmosfera de H2:CO2) com 660 
dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I); (II) Bacilo escuro e (III) Células esféricas translúcidas; sob 
contraste de fase. (B) (I) e (II) Bacilos escuros fluorescendo sob UV. 
 
As culturas contendo apenas metanol como fonte de substrato apresentaram 
uma certa morfologia característica de bacilos de diferentes tamanhos com 
“espaços” em diferentes posições (Figura 27).  
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Figura 27. Morfologias presentes na cultura de 9 (20 mM de metanol sob atmosfera de H2:CO2) com 636 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) e (II) Bacilos 
com “espaços” em diferentes posições. (B) (I) Coco escuro; (II) e (II) Bacilo com “espaço”. (C) (I) Bacilo escuro;  (II) Bacilos com “espaços” em diferentes posições; 
(III) Bacilo escuro e (IV)  Diplobacilo. (D) (I) Bacilo com “espaços” em diferentes posições; (II) Bacilo; (III) Par de cocos e (IV) Bacilo escuro; sob contraste de fase. 
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5.3.4 Repiques alimentados com 5 mM e 10 mM de metanol e trimetilamina, sob 
atmosfera de H2:CO2 (culturas 6 e 10) 
Novos repiques das culturas de enriquecimento inicial foram feitos após 110 
dias de incubação, período no qual ocorria queda na produção de metano. A 
produção de metano foi observada após 107 dias de incubação. O pico de produção 
de metano correspondeu a 0,608 mmoles.L-1 de metano (13,6%) pela cultura 6 e 
1,84 mmoles.L-1 de metano (41,1%) pela cultura 10 (Figura 28). 
 Apesar do inóculo ter sido realizado num período de queda na produção de 
metano pelas culturas 1 e 2, o padrão de produção de metano foi similar nos 
repiques. Assim como os enriquecimentos iniciais, a cultura contendo 10 mM dos 
substratos, produziu mais metano. 
Após realimentação, a cultura 10 voltou a produzir metano em um menor 
período de tempo, correspondendo a 0,702 mmoles.L-1 de metano (15,7%), valor 
menor do que o observado no início da incubação. Até o presente momento, a 
cultura 6 não produziu metano e não apresentou queda na concentração de 
hidrogênio presente na atmosfera. 
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Figura 28. Produção de metano pelas culturas 6 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) em azul e 10 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob atmosfera de 
H2:CO2) em verde. Os pontos desconectados indicam realimentação e troca de atmosfera. As setas 
vermelhas indicam retirada de amostra para microscopia; as laranjas indicam retirada de amostra 
para extração de DNA. A cor do contorno da seta indica de qual cultura foi retirada amostra e a 
ausência de contorno indica que foi retirada amostra em ambas as culturas. 
 
No primeiro período de análise morfológica, a produção de metano tinha 
caído e estava estabilizada. Foi observada uma maior diversidade de bacilos quando 
comparada com a de cocos, assim como observado no repique anterior. Entretanto, 
havia uma maior diversidade de morfologias de bacilos. Foram observados bacilos 
escuros, bacilos finos, pares de bacilos, estreptobacilos e bacilos com grânulos 
(Figura 29). 
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Figura 29. Morfologias presentes na cultura 6 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) com 497 dias de incubação. Aumento 1000x.
(A) (I) Bacilo fino sob contraste de fase. (B) (I) ; (II) Estreptobacilos. (C) (I) Estreptobacilos e (D) (I) Bacilo grosso segmentado; (II) Bacilo com grânulos; sob 
contraste de fase. 
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Apesar de não haver produção de metano aos 556 dias de incubação, a 
cultura 6 apresentava morfologias fluorescentes (Figura 30). 
A segunda análise morfológica da cultura 10 foi concomitante com o período 
de produção de metano, dessa forma, foram observadas diversas morfologias 
fluorescentes (Figura 31). Assim como em culturas anteriores, a fluorescência dos 
cocos era mais forte que a dos bacilos (Figura 31. B). 
Figura 30. Morfologias presentes na cultura 6 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 556 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Estreptobacilo sob 
contraste de fase. (B) (I) Estreptobacilo fluorescendo sob UV. 
Figura 31. Morfologias presentes na cultura 10 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 582 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilo escuro; (II) Par de 
bacilo; (III) Bacilo escuro e (IV) Coco escuro sob contraste de fase. (B) (I) Bacilo escuro; (II) Par de 
bacilo; (III) Bacilo escuro e (IV) Coco escuro fluorescendo sob UV. 
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5.3.5 Análise de sequenciamento das culturas de enriquecimento inicial e das 
culturas selecionados  do repique 1 (R1) 
A fim de obter maiores informações sobre a diversidade filogenética das 
culturas, foram enviadas amostras de DNA das culturas 1, 2, 7 e 8 para 
sequenciamento.  
Na primeira análise, foram encontradas 5.537.336 sequências que após 
análise foram classificadas em 33 OTUs. Na análise das sequências foram 
consideradas apenas aquelas com abundância relativa superior a 0,1%. O filo 
Euryarchaeota, ao qual pertencem as arqueias metanogênicas, foi atribuído a 99,9% 
(culturas 1, 2 e 7) ou 100% (cultura 8) das sequências obtidas. As amostras para 
extração de DNA das culturas 1 e 2 foram retiradas em 257 dias de incubação, 
período no qual o metano já tinha começado a diminuir na atmosfera e estava 
estabilizado. Enquanto as culturas 7 e 8 encontravam-se no pico de produção de 
metano aos 201 dias de incubação. 
Ao analisar as sequências a nível de gênero observou-se que nas culturas 1, 
2 e 8 arqueias pertencentes ao gênero Methanoccocoides eram mais abundantes 
(99,9%, 99,0% e 99,9%, respectivamente) que na cultura 7, na qual arqueias 
pertencentes ao gênero Methanosarcina representavam 89,5% da abundância 
relativa.  
As culturas 7 e 8 foram inoculadas a partir da cultura 2 e possivelmente a 
presença de hidrogênio na cultura 7 possibilitou condições favoráveis ao 
crescimento de arqueias pertencentes ao gênero Methanosarcina, visto que estes 
organismos podem produzir metano através das vias hidrogenotrófica e metilotrófica, 
enquanto o gênero Methanococcoides é exclusivamente metilotrófico.  
A via hidrogenotrófica é termodinamicamente mais favorável que a via 
metilotrófica quando comparada a energia livre (ΔGº’) de cada reação. A via 
hidrogenotrófica apresenta ΔGº’= -135 kJ/mol de metano, enquanto a produção de 
metano em função de metanol e TMA apresentam  ΔGº’= -105 kJ/mol e ΔGº’= -74 kJ/
mol de metano, respectivamente (LIU e WHITMAN, 2008). 
Na ausência de hidrogênio na cultura sob atmosfera de N2, o metabolismo 
metilotrófico foi a principal opção para a metanogênese. Enquanto sob atmosfera de 
hidrogênio, além da presença do substrato metilotrófico, a cultura 7 apresentou 
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maior produção de metano aos 201 dias de incubação em comparação com as 
demais, indicando que a disponibilidade de dois doadores de elétrons diferentes 
pode ter permitido a produção simultânea de metano através das vias metilotrófica e 
hidrogenotrófica. O mesmo pode ter ocorrido nas culturas contendo 5 mM dos 
substratos (3 e 4), uma vez que a cultura contendo H2:CO2 na atmosfera produziu 
mais metano, podendo ser indício de atividade metilotrófica e hidrogenotrófica na 
cultura 3. 
Em um estudo realizado para avaliar o uso de TMA e outros compostos 
metilados (HIPPE et al., 1979), culturas de Methanosarcina barkei foram 
enriquecidas com 50 mM dos substratos a 30 ºC sob atmosfera de N2:CO2 e foi 
observado que entre metanol e TMA, a maior produção de metano ocorreu na 
cultura contento TMA como substrato. A cultura contendo metanol produziu 0,6 mol 
de metano por mol de substrato, enquanto a cultura contendo TMA produziu 1,87 
mol de metano.  
Ao se comparar culturas de um mesmo repique (R1), é possível observar que 
ambos os substratos metilotróficos foram utilizados para produção de metano, mas 
as culturas alimentadas com TMA apresentaram produção em menos tempo que 
aquelas alimentadas com metanol. No presente trabalho, as culturas contendo 
apenas metanol como substrato (10 mM de metanol na cultura 5 e 20 mM de 
metanol na cultura 9) o máximo de metano produzido foi de 1,06 mmoles.L-1 e 2,41 
mmoles.L-1, respectivamente. Enquanto as culturas 3 e 7 que continham a mesma 
concentração final de ambos os substratos (5 mM  de metanol e 5 mM de TMA na 
cultura 1 e 10 mM de metanol e 10 mM de TMA a cultura 2), produziram um máximo 
1,60 mmoles.L-1  e 3,44 mmoles.L-1 de metano, respectivamente. 
Apesar do trabalho de Hippe et al. (1979) utilizar 50 mM dos substratos e não 
haver combinação de substratos, é possível observar que a partir da TMA é 
produzido mais metano, o que também ocorreu com as culturas do presente 
trabalho. A combinação de substratos (metanol e TMA) não influenciou a produção 
de metano no início da incubação das culturas, visto que as culturas contendo 
apenas metanol levaram tempo maior para produzir metano, logo, a produção de 
metano nas culturas contendo ambos os substratos ocorreu em função da TMA e 
não do metanol. 
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Flood (2006) realizou enriquecimentos com TMA e bromoetenosulfonato 
(BSE) (25 mM e 50 mM, respectivamente) e TMA e SO4  (25 mM e 28 mM, 
respectivamente), ambos sob atmosfera de H2:CO2. O BSE inibe a metanogênese, 
dessa forma, o primeiro enriquecimento tinha a finalidade de avaliar se bactérias 
eram capazes de crescer utilizando TMA e a adição de sulfato ao outro 
enriquecimento tinha a finalidade de avaliar se bactérias redutoras de sulfato 
conseguiam utilizar TMA como doador de elétrons. A análise cromatográfica revelou 
que o cultivo contendo TMA e BES gerou no máximo 43,2 mM de metano enquanto 
o cultivo contendo TMA e SO4 atingiu máximo de 183,6 mM de metano. Dentre os 
gêneros de arqueias, Methanococcoides foi o mais abundante e o gênero 
Desulfovibrio foi encontrado em ambos enriquecimentos, além do gênero Fusibacter. 
A autora chegou à conclusão de que a cultura contendo TMA e SO4  que tinha o 
propósito de selecionar bactérias redutoras de sulfato que utilizassem TMA, acabou 
estimulando a metanogênese, entretanto, sulfeto de hidrogênio foi formado, 
mostrando que a redução de sulfato também ocorreu.  
A partir de trabalhos anteriores (HIPPE et al., 1979; FLOOD, 2006; WATKINS 
et al. 2014; WILLIAMS et al., 2009), é possível observar que tanto o gênero 
Methanococcoides, quanto Methanosarcina comumente utilizam compostos 
metilados, especialmente TMA, como fonte de substrato. 
Apesar de representar menos que 0,1% da abundância relativa, foram 
observadas sequências relacionadas ao gênero Sphaerochaeta na cultura 7, além 
de terem sido observadas morfologias (células esféricas translúcidas) semelhantes 
ao que foi descrito na literatura para a espécie Sphaerochaeta associata 
(TROSHINA et al., 2015). Esta espécie foi isolada de uma cultura mista de 
Methanosarcina mazei e na cultura 7 foram observadas sequências referentes ao 
gênero Methanosarcina em maior abundância relativa.  
Numa segunda análise, foram enviadas amostras de DNA das culturas 7 e 8 
(que haviam sido armazenadas a -80 ºC) no tempo zero a fim de comparar a 
composição da comunidade em diferentes períodos, e das culturas 5 e 9 no 
momento de produção de metano (671 e 645 dias de incubação, respectivamente). 
Foram obtidas 357.746 sequências que foram classificadas em 98 OTUs. 
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Nas culturas 7 e 8 no tempo zero de incubação, o filo dominante foi Firmicutes 
(69,0% e 41,0%), seguido por Euryarchaeota (26,0% em ambas) e Proteobacteria 
(3,6% e 20,0%) (Figura 32). 
 O filo Fusobacteria foi observado apenas na cultura 8 (12,0%), este filo 
contém membros gram-negativos, anaeróbios facultativos ou anaeróbios estritos, 
fermentadores, possuem morfologia de bacilos (GUPTA e SETHI, 2014) e são 
normalmente encontrados em sedimentos marinhos (GUTIERREZ et al., 2016). 
O filo Firmicutes apresenta diversidade de metabolismos e inclusive pode 
conter gêneros que são redutores de sulfato (ZOUCH et al., 2017). No geral, os 
organismos pertencentes a este filo são gram-positivos e apresentam morfologia de 
bacilos ou células esféricas e podem formar endosporos (SEONG et al., 2018). São 
abundantes em solos e ambientes aquáticos, estando envolvidos na decomposição 
e reciclagem de matéria orgânica (BAIK et al., 2008). Yilmaz et al. (2016) analisaram 
bancos de dados de amplicons do gene 16S rRNA  de amostras marinhas da coluna 
d'água, aplicando o método candidato a unidade taxonômica (CTU), além de análise 
da distribuição global desses clados, biogeografia, bem como funções ecológicas e 
interações com variáveis oceanográficas. Em função dessa análise, foi observado 
que o filo Firmicutes não é normalmente encontrado em altas taxas de abundância 
relativa em ambientes marinhos. Em relação à distribuição geográfica não houve um 
padrão determinado, entretanto, algumas dessas sequências eram provenientes de 
ambientes hipersalinos e duas sequências não identificadas de amostras de mar, 
desse modo, acredita-se que o filo seja tolerante à salinidade. No sedimento próximo 
à geleira Wanda o filo estava presente, mas em menor abundância, sendo 
compatível com o que foi observado por Yilmaz et al. (2016). Entretanto, nas culturas 
7 e 8 era o filo mais abundante, indicando que as condições de enriquecimento 
foram favoráveis a estes organismos. 
Ambas as culturas foram inoculadas (10% v/v) a partir da cultura de 
enriquecimento inicial 2 (EI - 10 mM H2:CO2) aos 56 dias de incubação, período no 
qual a cultura já havia atingido o pico de produção de metano. Dessa forma, é 
justificada a presença de arqueias pertencentes ao filo Euryarchaeota, uma vez que 
a cultura anterior estava produzindo metano.  
No tempo zero de incubação das culturas 7 e 8 eram observadas tanto 
bactérias quanto arqueias, mas aos 201 dias de incubação, período no qual havia 
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metano na atmosfera, é possível observar a presença apenas de arqueias (99,9% e 
100%), demonstrando que houve variação na composição da comunidade ao longo 
da incubação. 
As culturas contendo apenas metanol como fonte de substrato, a nível de filo, 
apresentaram resultado semelhante ao observado nas culturas 7 e 8 no tempo zero 
de incubação. O filo Euryarchaeota representava 53,2% e 39,0% da abundância 
relativa nas culturas 5 e 9, respectivamente, seguido pelo filo Firmicutes (30% e 
43%), Proteobacteria (13,7% e 12,0%) e Bacteroidetes (2,2% e 2,8%). 
 O filo Tenericutes foi observado apenas na cultura 9 (1,3%) e organismos 
pertencentes a este filo não apresentam parede celular e não são capazes de 
sintetizar peptideoglicano (BROWN, 2015). O filo apresenta apenas uma classe, 
Mollicutes, que podem ser parasitas ou comensais de animais e plantas (RAZIN, 
YOGEY e NAOT, 1998). Um candidato do gênero Iziplasma, pertencente ao filo 
Tenericutes, foi obtido através de cultivo de enriquecimento a partir de amostras de 
sedimento de seeps de metano. Apesar de ter sido isolado a partir de sedimento 
contendo metano, a reconstrução metabólica e os resultados do enriquecimento 
indicam que o gênero Iziplasma não atua no ciclo do metano ou enxofre, entretanto, 
fermentam produtos da degradação da matéria orgânica para produzir lactato e 
outros compostos como etanol e acetato que podem ser utilizados por arqueias 
metanogênicas (SKENNERTON et al., 2016). 
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Figura 32. Abundância relativa dos filos de bactéria e arqueia presentes nas culturas 5, 7, 8 e 9. 
Por outro lado, a nível de gênero, as culturas apresentavam diferentes 
composições, sendo que as culturas 7 e 8 foram mais similares entre si, assim como 
as culturas 5 e 9. Nas culturas 7 e 8 os gêneros mais abundantes foram: 
Sedimentibacter (30,7% e 14,1%), Methanococcoides (26% em ambas), 
Dethiosulfatibacter (13,8% e 7,8%). Além dos gêneros de bactéria não cultivados 
(10,1% e 8,9%) ou não classificados (Figura 33). 
Membros do gênero Sedimentibacter são estritamente anaeróbios, podem ser 
gram-negativos ou gram-positivos, células com formato de bacilos levemente curvos 
que podem ocorrer sozinhas ou em cadeias. São fermentadores e para o 
crescimento das células é necessário extrato de levedura (LECHNER, 2015).  
Imachi et al. (2016) isolaram uma nova espécie através de culturas de 
enriquecimento de metanogênicas inoculadas a partir de sedimento marinho. Na 
presença de extrato de levedura o organismo era capaz de utilizar os aminoácidos 
leucina, metionina, glicina, lisina, arginina e entre outros. E extrato de levedura 
também pode ser uma fonte de energia para estes organismos. A presença de 
Sedimentibacter em todas as culturas pode ser justificada pela presença de extrato 
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de levedura na composição do meio. Além disso, trabalhos anteriores relataram que 
membros do gênero Sedimentibacter podem ser encontrados em culturas de 
enriquecimento de arqueias metanogênicas. 
Organismos pertencentes ao gênero Dethiosulfatibacter são estritamente 
anaeróbios, as células são gram-negativas, apresentam forma de bacilos que podem 
ocorrer sozinhos, em pares ou em cadeias curtas. Alguns aceptores de elétrons são 
o tiossulfato e o enxofre elementar, mas não o sulfato, o sulfito e o nitrato. Alguns 
aminoácidos servem como substrato fermentativo, tais como piruvato, serina, 
cisteína, glutamato, casaminoácido, peptona, além de extrato de levedura, que 
também estimulou o crescimento (TAKII et al., 2007). Apesar da cisteína e extrato de 
levedura estarem presentes nas quatro culturas, o gênero só foi observado nas 
culturas que continham TMA, o que pode indicar que TMA ou algum produto de sua 
degradação possa ser utilizado por estes organismos. 
 Apesar de diferirem quanto aos gases presentes na atmosfera (H2:CO2 na 
cultura 7 e N2:CO2 na cultura 8), alguns gêneros foram observados exclusivamente 
em uma ou outra cultura. Na cultura 7 foram observados os gêneros Clostridium 
sensu stricto 1 (12,0%) e Desulfobacterium (2,7%) e na cultura 8 Amphritea (17,8%), 
Psychrilyobacter (12,2%), Clostridium sensu stricto 7 (4,8%) e Brassicibacter (2,7%). 
As espécies do gênero Clostridium formam um grupo heterogêneo e não 
monofilético. Foi proposto que apenas o Cluster I (Clostridium sensu stricto 1) fosse 
reconhecido como gênero Clostridium verdadeiro, entretanto, esse cluster foi 
determinado apenas por questões filogenéticas, não levando em consideração 
características moleculares ou bioquímicas em comum (LAWSON et al., 1993; 
COLLINS et al., 1994). O cluster I compreende as espécies C. acetobutylicum, C. 
novyi, C. kluyveri, C. beijerinckii, C. perfringes, C. botulinum e C. tetani (GUPTA e 
GAO, 2009). Membros do gênero Clostridium são gram-positivos, anaeróbios, 
apresentam morfologia de bacilos e podem formar esporos. São encontrados em 
sedimento marinho antártico (GUAN et al., 2013) e podem utilizar diversas fontes de 
substratos para a fermentação, tais como carboidratos simples ou polissacarídeos 
como a lignocelulose (ATISTILDE, 2017; UJOR et al, 2015). 
Não foi encontrada na literatura menção sobre o grupo "Clostridium sensu 
stricto 7", com exceção da classificação filogenética de Collins et al. (1994), que cita 
o Cluster 7, o qual compreende o gênero Thermoanaerobacterium. Membros desse 
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gênero são gram-negativos, apresentam morfologia de bacilos e podem formar 
longos filamentos (LEE et al., 1993). Algumas espécies podem utilizar glicose, 
frutose e extrato de levedura como substrato (HOSTER, DANIEL E GOTTSCHALK, 
2001). 
O gênero Amphritea foi isolado a partir de um mexilhão coletado em fonte 
hidrotermal (GÄRTNER, WIESE e IMHOFF, 2008), mas outros dois membros 
isolados de sedimentos marinhos (MIYAZAKI et al., 2008) são bacilos gram-
negativos que apresentam flagelo. Podem crescer entre 4-40 ºC e utilizam como 
fonte de carbono Tween 40, Tween 80, alanina, fenilalanina e entre outros, além de 
fermentarem glicose, manitol e arabinose. 
Até o momento o gênero Psychrilyobacter apresenta apenas uma espécie 
descrita que foi isolada a partir de sedimento marinho do oceano Atlântico. São 
anaeróbios estritos, gram-negativos e possuem formato de bacilos. São capazes de 
utilizar como substrato glicose, frutose, citrato, glutamato, lisina, treonina, piruvato e 
fumarato, como produto da fermentação desses compostos produzem 
majoritariamente acetato e H2 (ZHAO et al. 2009). 
Organismos pertencentes ao gênero Brassicibacter são estritamente 
anaeróbios e são capazes de crescer em meios enriquecidos com casaminoácido, 
peptona, triptona e extrato de levedura, podem fermentar alguns tipos de açúcares e 
aminoácidos. As células são gram-negativas e apresentam formato de bacilo (FANG 
et al., 2012). A espécie B. thermophilus é potencialmente capaz de reduzir sulfato, 
tiossulfato e sulfito e foi isolada de sedimento marinho (WANG et al., 2015).   
Nas culturas 5 e 9 o gênero Methanococcoides representou 53,2% e 38,8%, 
respectivamente das abundâncias relativas, seguido por bactérias não cultivadas 
(23% e 35,9%), Desulfobacterium (13,4% e 11,5%) e Sedimentibacter (6,2% em 
ambas). 
Segundo Ticak et al. (2015) um dos isolados obtidos que pertencia ao gênero 
Methanococcoides era capaz de crescer em TMA e metanol, entretanto, foi 
observado que o crescimento em metanol era mais lento. Este comportamento 
também foi observado no presente trabalho nas culturas contendo apenas metanol 
como substrato (5 e 9), que só começaram a produzir metano após 54 dias de 
incubação, enquanto as culturas contendo TMA (3 e 7) produziram metano em seis 
dias de incubação. 
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Membros do gênero Desulfobacterium são estritamente anaeróbios, podem 
realizam fermentação e são capazes de utilizar formiato, butirato, etanol, alguns 
aminoácidos e H2:CO2 como fonte de carbono e doadores de elétrons. Sulfato, 
sulfito e tiossulfato podem ser utilizados como aceptores de elétrons. As células são 
gram-negativas e apresentam morfologia de bacilos, ovais ou células esféricas que 
podem ocorrer sozinhas, em pares ou cadeias (KUEVER, RAINEY e WIDDEL, 
2015). A maior abundância de Desulfobacterium nas culturas 5, 7 e  9 provavelmente 
deve-se à presença de H2:CO2 que pode ser utilizado por estes organismos. Como o 
metanol e TMA são substratos não competitivos entre metanogênicas e BRS, ambos 
os grupos foram capazes de crescer nas culturas. 
O extrato de levedura é fonte de carboidratos, peptídeos, algumas vitaminas 
do complexo B, aminoácidos e também pode ser fonte de sulfato. Dentre os 
aminoácidos estão presentes a alanina, arginina, asparagina, ácido aspártico, 
cistina, ácido glutâmico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, 
metionina, fenilalanina, prolina, serina, triptofano e tirosina e valina (BD 
Bionutrients™ - Technical Manual, BD Biosciences). A presença de diversos grupos 
microbianos nas culturas pode estar relacionada com o extrato de levedura. 
Em relação às morfologias observadas nas culturas do repique 1 (R1) as 
morfologias fluorescentes predominantes foram os cocos, sendo esta uma indicação 
de que as células metanogênicas apresentaram formas cocoides, enquanto a 
diversidade de bacilos observada foi possivelmente de células bacterianas.   
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Figura 33. Abundância relativa de gêneros de bactérias e arqueias presentes nas culturas 5, 7, 8 e 9. 
5.4 Aplicação da técnica de roll-tube para obtenção de colônias (culturas 1, 2 e  
9) 
Para a aplicação da técnica de isolamento de roll-tube, foram escolhidas 
culturas que estavam produzindo metano, na tentativa de se obter isolados de 
arqueias metanogênicas. As culturas 1, 2 e 9 além de estarem produzindo metano, 
foram escolhidas para avaliar se as diferentes concentrações e combinações de 
substratos selecionavam isolados diferentes. 
O primeiro inóculo realizado foi da cultura 1, a partir de três diluições decimais 
seriadas (10-1, 10-2 e 10-4). Apenas nas diluições 10 -2 e 10-4 foram observadas 
formações de colônias. A diluição 10-2 apresentou um grande número de colônias 
que muitas vezes estavam sobrepostas ou muito próximas umas das outras, desse 
modo, buscou-se escolher um maior número colônias com morfologias distintas para 
inóculo (Tabela 4). Através de microscopia foi observada uma grande diversidade de 
morfologias distintas, incluindo algumas morfologias fluorescentes (Figura 34). 
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As culturas de roll-tubes também foram acompanhados quanto à produção de 
metano, entretanto, nenhuma cultura produziu metano no período observado, apesar 
de observada diminuição na concentração de hidrogênio na atmosfera dos tubos. 
Tabela 5. Caracterização morfológica das colônias que cresceram na diluição 10-2 da cultura 1 e as 
morfologias observadas na microscopia. 
Continua na próxima página 
Colônia Descrição morfológica da colônia Descrição morfológica das células
Colônia 1 G r a n d e , c i r c u l a r , e l e v a d a l i s a , 
transparente e gelatinosa
Cocos escuros, bacilos imóveis, bacilos 
móveis e cocos irregulares
Colônia 2 G r a n d e , c i r c u l a r , e l e v a d a l i s a , 
transparente e gelatinosa
Bacilos escuros imóveis e diplobacilos 
Colônia 3 Grande, circular, lisa, branca e leitosa Bacilos escuros, bacilo com flagelo e 
cocos 
Colônia 4 G r a n d e , c i r c u l a r, e l e v a d a , l i s a , 
transparente em volta e ponto branco no 
centro
Bacilo com flagelo, bacilo, cocos, 
estreptobacilo e coco com flagelo 
Colônia 5 Média, oval, lisa e branca Bacilos escuros, diplobacilos e cadeia de 
cocos
Colônia 6 Pequena, oval, lisa e castanha Bacilos escuros, diplobacilos, cocos 
pequeno e bacilo com espaço 
Colônia 7 Circular, lisa, branca e leitosa Cocos e bacilos escuros  
Colônia 8 Circular, elevada, lisa, transparente e 
gelatinosa
Bacilos, diplobacilos e cocos
Colônia 9 G r a n d e , c i r c u l a r, e l e v a d a , l i s a , 
transparente em volta e ponto branco no 
centro
Bacilos e cocos
Colônia 10 G r a n d e , c i r c u l a r, e l e v a d a , l i s a , 
transparente em volta e ponto branco no 
centro
Bacilos e cocos
Colônia 11 Pequena, irregular e preta Bacilos e diplobacilos
Colônia 12 Média, circular, elevada, lisa, transparente 
em volta e ponto branco no centro
Bacilos e cocos
Colônia 13 Pequena, irregular, lisa e castanha Bacilos, diplobacilos, cocos e diplococos
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Continuação 
Figura 34. Morfologias presentes na cultura da colônia 1 da diluição 10-2 da cultura 1 (5 mM de 
metanol e 5 mM de trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) com 129 dias de incubação. Aumento 
1000x. (A) (I) Célula esférica translúcida; (II) Bacilo com flagelo; (III) Bacilo e (IV) Diplobacilo; sob 
contraste de fase (B) (I) Célula esférica translúcida; (II) Bacilo com flagelo; (III) Bacilo e (IV) 
Diplobacilo; fluorescendo sob UV. 
As colônias da diluição 10-4 (Tabela 6) levaram um tempo mais longo para 
crescer e foram observadas apenas nove colônias, sendo oito delas bem similares. 
Não foi observada produção de metano no roll-tube ou nos inóculos das colônias, 
entretanto, era observada grande diversidade de morfologias fluorescentes (Figura 
35) e por esta razão foram escolhidas as culturas das colônias de 1 a 5 desta 
diluição para extração e sequenciamento de DNA.  
Colônia Descrição morfológica da colônia Descrição morfológica das células
Colônia 14 Pequena, circular, lisa e castanha B a c i l o s p e q u e n o s m ó v e i s , 
estreptobacilos, cocos móveis e bacilos 
imóveis
Colônia  15 Pequena, circular, ponto castanho no 
centro
Bacilos escuros
Colônia  16 Grande, circular, lisa, branca e leitosa Bacilos escuros
Colônia 17 Pequena, oval, lisa e branca Bacilos finos, diplobacilos e bacilos 
escuros 
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Tabela 6. Caracterização morfológica das colônias que cresceram na diluição 10-4 da cultura 1. 
Colônia Descrição morfológica da colônia Descrição morfológica da microscopia
Colônia 1 Pequena, irregular, lisa e preta Bacilos imóveis sozinhos ou agregados, 
microcolônia bacilos com flagelo, bacilos 
grossos e diplobacilos 
Colônia 2 Média, circular, lisa castanho com 
halo branco em volta
Baci los imóveis, diplobaci los, baci los 
pequenos agregados, bacilos móveis, bacilos 
com flagelos e bacilos com “espaço” 
Colônia 3 Média, circular, lisa castanho com 
halo branco em volta
Bacilos imóveis, bacilos com flagelo, bacilos 
finos, bacilos com espaços, diplobacilos e 
estreptobacilos 
Colônia 4 Média, circular, lisa castanho com 
halo branco em volta
Bacilos escuros, diplobacilos, bacilos com 
“espaço" e diplococos 
Colônia 5 Média, circular, lisa castanho com 
halo branco grande em volta
Bacilos com flagelo, bacilos móveis, célula 
esférica translúcida, cocos irregulares, bacilos 
com “espaço”, diplobacilos e bacilos pequenos 
em agregados
Colônia 6 Média, circular, lisa castanho com 
halo branco em volta
Bacilos imóveis, bacilos com espaços, 
diplobacilos, bacilos com flagelo e cocos 
Colônia 7 Média, circular, lisa castanho com 
halo branco em volta
Cocos irregulares e bacilos móveis 
Colônia 8 Média, circular, lisa castanho com 
halo branco em volta
Bacilos imóveis e móveis e bacilos com 
espaços e bacilos pequenos em agregados e 
cocos irregulares
Colônia 9 Média, circular, lisa castanho com 
halo branco em volta
Bacilos pequenos móveis e imóveis, cocos 
pequenos e bacilos com flagelos
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Figura 35. Morfologias presentes na cultura da colônia 1 da diluição 10-4 da cultura 1 (5 mM de 
metanol e 5 mM de trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) com 77 dias de incubação. Aumento 
1000x. (A) (I) Bacilo com flagelo; (II) Bacilos agregados e (III) Diplobacilo; sob contraste de fase (B) (I) 
Bacilo com flagelo; (II) Bacilos agregados e (III) Diplobacilo; fluorescendo sob UV.  
 
Foi observado durante as análises microscópicas que as colônias 
selecionadas do roll-tube da cultura 1 não estavam isoladas e ao olhar em lupa com 
aumento de 20X foi possível observar que diversas colônias estavam sobrepostas 
(Figura 36) ou muito próximas uma das outras, dessa forma, a fim de obter isolados, 
buscou-se selecionar apenas colônias isoladas das diluições 10-4 dos roll-tubes das 
culturas 2 e 9 através de visualização pela lupa (Figuras 37 e 39, respectivamente). 
Figura 36. Exemplo de colônias sobrepostas (seta) observadas na diluição 10-4 da cultura 9 
observadas na lupa. Aumento 20X. 
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As colônias selecionadas das culturas 2 e 9 também foram descritas 
morfologicamente (Tabelas 7 e 8) e através de microscopia foi observada uma 
menor diversidade de morfologias quando comparada com as colônias das culturas 
1 e 2 (Figuras 38 e 40). 
Tabela 7. Caracterização morfológica das colônias que cresceram na diluição 10-4 da cultura 2. 
Figura 37. Colônias da diluição 10-4 da cultura 2 observadas na lupa. Aumento 20X. (A) Colônia 1 e 
(B) Colônia 2. 
Colônia Descrição morfológica da colônia Descrição morfológica da microscopia
Colônia 1 Pequena, oval, lisa e marrom Bacilos, estreptobacilos, bacilos compridos e 
diplobacilos 
Colônia 2 Pequena, circular, lisa e castanha Bacilos, diplobacilos e bacilos compridos  
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Figura 38. Morfologias presentes na cultura da colônia 1 da diluição 10-4 da cultura 2 (10 mM de 
metanol e 10 mM de trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) com 66 dias de incubação. Aumento 
1000x. (A) (I) Bacilo pequeno; (II) Bacilo comprido e (III) Estreptobacilo; sob contraste de fase (B) (I) 
Bacilo pequeno; (II) Bacilo comprido e (III) Estreptobacilo; sob contraste de fase; fluorescendo sob 
UV. 
Tabela 8. Caracterização morfológica das colônias que cresceram na diluição 10-4 da cultura 9. 
Figura 39. Colônias da diluição 10-4 da cultura 9 observadas na lupa. Aumento 20X. (A) Colônia 1 e 
(B) Colônia 2. 
Colônia Descrição morfológica da colônia Descrição morfológica da microscopia
Colônia 1 Pequena, oval, lisa e marrom escuro Bacilos e cadeia de bacilos  
Colônia 2 Pequena, oval, ornamentada e marrom 
clara
Bacilos,cocos e  estreptobacilos 
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Figura 40. Morfologias presentes na cultura da colônia 2 da diluição 10-4 da cultura 9 (20 mM de 
metanol sob atmosfera de H2:CO2) com 66 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) e (II) 
Diplobacilo; sob contraste de fase (B) (I) e (II) Diplobacilo ; sob contraste de fase; fluorescendo sob 
UV. 
5.4.1 Análise de sequenciamento das colônias do Roll-tube 
As colônias de 1 a 5 da diluição 10-4 da cultura 1 (EI - 10 mM H2:CO2)  foram 
escolhidas para sequenciamento de DNA pois apresentavam maior diversidade de 
morfologias, incluindo morfologias fluorescentes. As culturas estavam incubadas há 
87 dias, mas não havia produção de metano.  
Foram encontradas 186.101 sequências que foram classificadas em 457 
OTUs. As colônias 2, 3, 4 e 5 apresentaram composições de comunidade 
semelhantes, enquanto na colônia 1 foi observada maior diversidade de filos e 
gêneros, da mesma forma que a diversidade de morfologias observadas na 
microscopia também era maior na colônia 1. 
O Domínio Bacteria foi o mais abundante nas 5 colônias e dentro do domínio, 
o filo Actinobacteria foi o mais abundante nas colônias 2, 3, 4 e 5, representando 
83%, 90,4%, 80,5% e 84,5% respectivamente, seguido do filo Proteobacteria (9,5%, 
4,3%, 11,2% e 9,5%, respectivamente) (Figura 41).  
Além do filo Euryarchaeota, o cofator F420 também é encontrado no filo 
Actinobacteria (GREENING et al., 2016) o que pode justificar a grande diversidade 
de morfologias fluorescentes presentes nas culturas das colônias da diluição 10-4. 
Na colônia 1 o filo Proteobacteria foi o mais abundante, representando 60,7% 
de abundância relativa, seguido por Firmicutes (10,7%). O filo Patescibateria (6,1%) 
foi observado apenas na colônia 1. 
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O superfilo Patescibacteria engloba os filos Parcubacteria (OD1), 
Microgenomates (OP11) e Gracilibacteria (GN02), o nome proposto faz referência à 
capacidade metabólica reduzida da linhagem (RINKE et al., 2013) o que 
possivelmente indica estilo de vida simbionte (WRIGHTON et al., 2012). Até o 
momento não existem representantes isolados, mas análises metagenômicas 
indicam que o superfilo tem ampla distribuição nos ecossistemas (SÁNCHEZ-
OSUNA, BARBÉ e ERILL, 2017). 
A maior abundância relativa de arqueias foi observada na colônia 1 sendo que 
cerca de 6,8% era referente ao filo Nanoarchaeota e 2,4% ao filo Euryarchaeota. A 
abundância relativa baixa do filo Euryarchaeota já era esperada visto que durante o 
período monitorado nenhuma das colônias produziu metano, apesar de 
apresentarem morfologias fluorescentes sob luz UV. 
O filo Nanoarchaeota foi descrito em 2002 e inclui organismos simbiontes ou 
parasitas obrigatórios, tendo genoma reduzido e boa parte da capacidade 
biossintética associada ao seu hospedeiro. Apesar do único representante do filo ter 
sido isolado de sistema hidrotermal, há indícios sugerindo que o filo é amplamente 
distribuído em diferentes ecossistemas (CLINGENPEEL et al., 2013). Acredita-se 
que a única espécie isolada até o momento só consiga crescer na presença de 
Ignicoccus hospitalis, representante do filo Crenarchaeota. O representante do filo 
Nanoarchaeota cresce anaerobicamente em meio contendo enxofre elementar e 
H2:CO2 (HUBER et al., 2003). Através das análises de sequenciamento não foram 
encontradas sequências referente ao filo Crenarchaeota nessas culturas. 
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Figura 41. Abundância relativa dos filos de bactérias e arqueias presentes nas culturas das colônias 
obtidas no roll-tube da cultura 1 da diluição 10-4. 
 
Dentro do filo Actinobacteria, o gênero mais abundante nas colônias 2, 3, 4 e 
5 (82%, 90%, 79,5% e 83,6%, respectivamente) era o Actinotalea. O gênero mais 
abundante na colônia 1 era Rhodanobacter (23%) e era o segundo mais abundante 
no restante das colônias (4,7%, 1,8%, 4,5 % e 3,5%) (Figura 42). 
Organismos pertencentes ao gênero Actinotalea são gram-positivos, podem 
ser anaeróbios facultativos ou aeróbios, apresentam fisiologia e morfologias 
diversas. Geralmente crescem entre 15-35 ºC e podem hidrolisar pectina, tween 80 e 
dextrina (ZHAO et al., 2014). A hidrólise da pectina pode gerar metanol que é 
utilizado como fonte de carbono por arqueias metanogênicas, além disso, Pessi et 
al. (2012) descreveram que a comunidade microbiana encontrada em amostras de 
solo nas proximidades da geleira Wanda são capazes de utilizar Tween 80, que é 
acumulado por algas como composto crioprotetor (SALA et al., 2008), como fonte de 
carbono. 
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Membros do gênero Rhodanobacter são gram-negativos, apresentam formato 
de bacilos e não formam esporos (NALIN et al., 1999), a maior parte de espécies 
descritas são aeróbias, mas Prakash et al. (2012) isolaram uma nova espécie que é 
anaeróbia facultativa e capaz de realizar desnitrificação, além de realizar hidrólise de 
gelatina e assimilar glicose, glicogênio, maltose e acetato de sódio. 
Na colônia 1 foi observada uma grande diversidade de gêneros, mas os mais 
abundantes, depois de Rhodanobacter, foram gêneros de bactérias não cultivadas 
(10,0%), Acinetobacter (7,1%), Pseudomonas (5,2%), Pseudoalteromonas (4,1%), 
Staphylococcus (3,6%) e Methanococcoides (2,3%). Essa grande diversidade de 
gêneros é compatível com a maior diversidade de morfologias observadas na 
microscopia dessa colônia. 
Alguns membros dos gêneros Acinetobacter e Pseudoalteromonas são 
capazes de degradar ágar (ROSELINE e SACHINDRA, 2016; JUNG et al., 2012), 
dessa forma, o inóculo no roll-tube (que consiste no meio acrescido de 2% de ágar) 
pode ter influenciado a seleção destes grupos. Ambos os gêneros apresentam como 
características células gram-negativas, morfologia de bacilos que podem ocorrer 
sozinhos ou em cadeias, além de serem estritamente aeróbios (JUNI, 2015; 
BOWMAN e MCMEEKIN, 2015),  o que não corresponde às condições de cultivo. 
Organismos pertencentes ao gênero Pseudomonas foram isolados de cultivos 
realizados  a partir de amostras de sedimento e solo coletados na Península Fildes 
(Ilha Rei George). O isolamento de bactérias foi realizado em ágar contendo extrato 
de carne e peptona. Foram isoladas 443 colônias de diferentes morfologias e 
características, mas somente 70 foram escolhidas para análise molecular (PCR-
DGGE). Ao serem analisadas em microscópio todas as amostras apresentavam 
maior abundância de bacilos e poucos cocos. Dos 70 isolados, 22 eram membros do 
gênero Pseudomonas (FAN et al., 2013), portanto, é um gênero comumente isolado 
a partir de sedimentos marinhos antárticos. 
A  trimetilamina mono-oxigenase (Tmm) é uma enzima importante e expressa 
em bactérias que crescem na presença de TMA, como os clados Rosebacter (MRC) 
e SAR11 (CHEN et al., 2011). Além disso, a espécie Pseudomonas aminovorans é 
capaz de converter TMA a TMAO pelo uso da Tmm e o TMAO é convertido a 
formaldeído que será utilizado como fonte de carbono. A amônia gerada nessa 
reação será assimilada como fonte de nitrogênio (CHANDLER, 1983; LARGE, 
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BOULTON e CRABBE, 1972). Em outras espécies do gênero Pseudomonas que não 
possuem esta enzima, a TMA é utilizada apenas como fonte de carbono 
(CHANDLER, 1983). 
O gênero Staphylococcus é distribuído amplamente na natureza e ocupa 
diversos nichos (GÖTZ, BANNERMAN e SCHLEIFER, 2006). Apesar de serem um 
grupo majoritariamente encontrado em pele e mucosas de humanos, outros 
mamíferos e algumas aves, amostras ambientais podem conter uma pequena 
parcela de Staphylococcus que possivelmente ocorrem devido à contaminação por 
humanos, alguns mamíferos ou aves (EMMETT e KLOOS, 1975; 1979). São 
anaeróbios facultativos e gram-positivos. Recentemente, PANTŮČEK et al. (2018) 
isolaram uma nova espécie a partir de fragmento de rochas e areia coletada na Ilha 
James Ross, Antártica, que é capaz de reduzir nitrato, hidrolisar Tween 80, usar L-
alanina, L-arginina, L-ácido glutâmico, L-serina, pectina, Tween 40 e outros como 
fonte de carbono. 
Foi observada uma grande quantidade de gêneros de bactérias que não 
foram anteriormente relatados, entretanto, a cultura que serviu de inóculo para o roll-
tube foi a cultura 1 aos 636 dias de incubação e logo após início da produção de 
metano.  Os dados obtidos de sequenciamento dessa cultura foram referentes aos 
257 dias de incubação, não sendo possível afirmar se houve ou não alteração na 
composição da comunidade.  
Por outro lado, é possível afirmar que as condições estabelecidas no roll-tube 
não foram eficientes para isolamento de arqueias metanogênicas. Um dos fatores 
pode ser a ausência de antibiótico com atuação sobre bactérias gram-negativas, 
visto que a maioria dos gêneros observado incluem organismos gram-negativos. 
A morfologia das colônias 2, 3, 4 e 5 foi similar, assim como os grupos 
microbianos identificados no sequenciamento, indicando a ocorrência de alguns 
agrupamentos comuns e de difícil isolamento. Para as demais colônias, a seleção foi 
feita a partir da observação em lupa com aumento de 20X. Esse procedimento foi 
importante para constatar que as colônias na verdade não estavam isoladas, em 
alguns casos havia sobreposição de uma ou mais colônias (Figura 38) ou se 
encontravam muito próximas, não sendo possível distinguir esta característica a olho 
nu. Dessa forma, a grande diversidade de gêneros nas culturas dessas colônias 
indica que haviam colônias muito próximas ou sobrepostas. Esta forma de 
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crescimento também reflete possivelmente a natureza sintrófica das relações entre 
grupos microbianos. 
Figura 42. Abundância relativa dos gêneros de bactérias e arqueias presentes nas culturas das 
colônias obtidas no roll-tube da cultura 1 da diluição 10-4. 
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5.5 Produção de metano e caracterização morfológica das culturas do repique 
2 (R2) 
O segundo repique foi feito inicialmente apenas das culturas que estavam 
produzindo metano no R1 (culturas 3, 4, 5, 7 e 8), após 54 dias de incubação das 
culturas do R1, período no qual as culturas ainda não apresentavam queda na 
produção de metano. O repique das culturas contendo apenas metanol (5 e 9) foi 
feito após 279 dias de incubação e dos enriquecimento iniciais (6 e 10), após 329 
dias. 
5.5.1 Repiques alimentados com 10 mM de metanol e trimetilamina, sob atmosfera 
de H2:CO2 e N2:CO2 (culturas 15 e 16) 
  Ao contrário das culturas do repique anterior (culturas 7 e 8), para as quais 
houve maior produção de metano sob atmosfera de hidrogênio, as culturas deste 
repique produziram aproximadamente a mesma quantidade de metano. A máxima 
produção de metano pela cultura 15 foi observada aos 268 dias de incubação, 
correspondendo a 1,12 mmoles.L-1 de metano (25,1%), enquanto a cultura 16 
produziu 1,07 mmoles.L-1 de metano (23,9%) em 256 dias. Após realimentação e 
troca de atmosfera, nenhuma das culturas voltou a produzir metano e não houve 
alteração na concentração de hidrogênio presente na atmosfera da cultura 15 
(Figura 43). 
Em alguns pontos a produção de metano pela cultura 15, que continha 
hidrogênio na atmosfera, foi maior que na cultura 16, entretanto, no geral a diferença 
entre as duas foi menor quando comparada com as culturas 7 e 8. 
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Figura 43. Produção de metano pelas culturas 15 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) em azul e enriquecimento inicial 16 (10 mM de metanol e 10 mM de 
trimetilamina sob atmosfera de N2:CO2) em verde. Os pontos desconectados indicam realimentação e 
troca de atmosfera. As setas vermelhas indicam retirada de amostra para microscopia; as laranjas 
indicam retirada de amostra para extração de DNA. A cor do contorno da seta indica de qual cultura 
foi retirada amostra e a ausência de contorno indica que foi retirada amostra em ambas as culturas. 
Aos 474 dias de incubação em ambas as culturas foram observados cocos 
escuros pequenos, bacilos finos e bacilos escuros (Figura 44). E apesar de não 
haver produção de metano após a realimentação, foram observadas algumas 
morfologias fluorescentes, principalmente bacilos (Figura 45). 
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Figura 44. Morfologias presentes na cultura 16 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de N2:CO2) com 474 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Coco escuro com flagelo; 
(II) Célula esférica translúcida; (III) Coco escuro e (IV) Bacilo fino. (B) (I) Coco escuro;  (II) Bacilo 
pequeno. (III) Bacilos escuros e (IV) Célula esférica translúcida; sob contraste de fase. 
Figura 45. Morfologias presentes na cultura 16 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de N2:CO2) com 591 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I); (II) Bacilos escuros e (III) 
Bacilo em espiral sob contraste de fase. (B) (I); (II) Bacilos escuros e (III) Bacilo em espiral 
fluorescendo sob UV. 
5.5.2 Repiques alimentados com 5 mM de metanol e trimetilamina, sob atmosfera de 
H2:CO2 e N2:CO2 (culturas 11 e 12) 
Neste segundo repique feito a partir das culturas 3 e 4, não foi observada 
produção de metano pela cultura 12, enquanto a cultura 11 produziu 0,674 
mmoles.L-1 de metano (15,1%), valor bem inferior ao observado no repique anterior, 
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o que indica diminuição da comunidade de arqueias metanogênicas ou perda de 
condições favoráveis à metanogênese (Figura 46). 
Figura 46. Produção de metano pelas culturas 11 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) em azul e enriquecimento inicial 12 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina 
sob atmosfera de N2:CO2) em verde. As setas vermelhas indicam retirada de amostra para 
microscopia; as laranjas indicam retirada de amostra para extração de DNA. A cor do contorno da 
seta indica de qual cultura foi retirada amostra e a ausência de contorno indica que foi retirada 
amostra em ambas as culturas.. 
Ao contrário da cultura 3, na cultura 11 havia predomínio de bacilos (Figura 
47) em ambos os períodos observados. Aos 584 dias de incubação é possível 
observar morfologias fluorescentes (Figura 48). 
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Figura 47. Morfologias presentes na cultura 11 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 504 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Diplobacilo escuro e (II) 
Estreptobacilos escuros. (B) (I); (II) e (III) Bacilos escuros; sob contraste de fase. 
 
Figura 48. Morfologias presentes na cultura 11 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 584 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I)  Diplobacilo escuro; (II) 
Bacilo com grânulos; (III)  Diplobacilo escuro; (IV) Bacilo reto e (V) Estreptococo; sob contraste de 
fase (B) (I)  Diplobacilo escuro; (III)  Diplobacilo escuro; (IV) Bacilo reto e (V) Estreptococo; 
fluorescendo sob UV. 
 
5.5.3 Repiques alimentados com 10 mM e 20 mM de metanol, sob atmosfera de 
H2:CO2 (culturas 13 e 17) 
As culturas 13 e 17, repicadas a partir das culturas 5 e 9 não apresentaram 
produção de metano no período analisado (Figura 49).  
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Figura 49. Produção de metano pelas culturas 13 (10 mM de metanol sob atmosfera de H2:CO2) em 
azul e 17 (20 mM de metanol sob atmosfera de H2:CO2) em verde. Os pontos desconectados indicam 
realimentação e troca de atmosfera. As setas vermelhas indicam retirada de amostra para 
microscopia e as laranjas indicam retirada de amostra para extração de DNA. A cor do contorno da 
seta indica de qual cultura foi retirada amostra e a ausência de contorno indica que foi retirada 
amostra em ambas as culturas. 
  
Apesar de não produzirem metano, ambas a culturas apresentaram grande 
diversidade de morfologias. Foram observados  bacilos com “espaços” em diferentes 
posições (Figura 50),  alguma morfologias fluorescentes (Figura 51)  e, assim como 
o repique anterior, havia predomínio de bacilos (Figura 52). 
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Figura 50. Morfologias presentes na cultura 13 (10 mM de metanol sob atmosfera de H2:CO2) com 
139 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilo com “espaço”; (II) Bacilo fino; (III) Coco escuro 
e (IV) Bacilo com flagelo. (B) (I) e (II) Bacilos; sob contraste de fase.  
 
Figura 51. Morfologias presentes na cultura 13 (10 mM de metanol sob atmosfera de H2:CO2) com 
279 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilos escuros e (II)  Diplobacilo; sob contraste de 
fase. (B) (I) Bacilos escuros e (II) Par de bacilo; fluorescendo sob UV. 
!  
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Figura 52. Morfologias presentes na cultura 17 (10 mM de metanol sob atmosfera de H2:CO2) com 372 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilos pequeno; 
(II) Coco escuro e (III) Bacilo comprido. (B) (I) Bacilo curvo com grânulos; (II) Bacilo escuro; (III) Bacilo com grânulos e (IV) Bacilo escuro. (C) (I) Coco escuro; (II) 
Bacilo pequeno. (III) Bacilo escuro; (IV) Estreptobacilo e (V) Bacilo escuro. (D) (I) Bacilo pequeno e (II) Bacilo com “espaço”; sob contraste de fase. 
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5.5.4 Repiques alimentados com 5 mM e 10 mM de metanol e trimetilamina, sob 
atmosfera de H2:CO2 (culturas 14 e 18) 
O repique destas culturas foi feito aos 275 dias de incubação das culturas do 
R1 (culturas 6 e 10), período no qual ambas apresentaram metano na atmosfera. 
Entretanto, mesmo possivelmente havendo arqueias metanogênicas ativas no 
momento de inóculo, a cultura 14 não produziu metano. O pico de produção da 
cultura 18 de metano foi aos 65 dias de incubação, correspondendo a 1,35 
mmoles.L-1 de metano (30,3%) (Figura 53). 
Figura 53. Produção de metano pelas culturas 14 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) em azul e 18 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob atmosfera de 
H2:CO2) em verde. As setas vermelhas indicam retirada de amostra para microscopia e as laranjas 
indicam retirada de amostra para extração de DNA. A cor do contorno da seta indica de qual cultura 
foi retirada amostra e a ausência de contorno indica que foi retirada amostra em ambas as culturas. 
 
A cultura 14 apresentou basicamente as mesmas morfologias em ambos 
períodos de observação, havendo predomínio de estreptobacilos escuros (Figura 54) 
e bacilos de diferentes tamanhos (Figura 55). 
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Figura 54. Morfologias presentes na cultura 14 (5 mM trimetilamina e 5 mM metanol sob atmosfera 
de H2:CO2) aos 23 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Estreptobacilo escuro. (B) (I) Coco 
escuro e (II)  Diplobacilo escuro; sob contraste de fase. 
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Figura 55. Morfologias presentes na cultura 14 (10 mM trimetilamina e 10 mM metanol sob atmosfera de H2:CO2) aos 139 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) 
(I) Coco escuro; (II) Diplobacilo escuro; (III) Estreptobacilo escuro; (IV) Diplobacilo escuro e (V) Bacilo escuro. (B) (I) Bacilo escuro; (II) Estreptobacilo escuro e (IV) 
Coco. (C) (I) Diplobacilo; (II) Estreptobacilo escuro; (III) Bacilo escuro e (IV) Bacilo fino com grânulos. (D) (I) Coco escuro e (II) Estreptobacilo escuro; sob contraste 
de fase. 
 
 113
Assim como a cultura 14, a cultura 18 apresentou basicamente a mesma 
diversidade morfológica em diferentes períodos de observação, havendo predomínio 
de bacilos de diferentes tamanhos (Figura 56). E mesmo não produzindo metano 
havia morfologias fluorescentes (Figura 57. B). 
Figura 56. Morfologias presentes na cultura 18 (10 mM trimetilamina e 10 mM metanol sob atmosfera 
de H2:CO2) aos 23 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilo pequeno; (II) Bacilo escuro; (III) 
Bacilo com “espaço” e (IV) Coco escuro; (B) (I) Diplobacilo; (II) Bacilo com “espaço”; (III) Bacilo 
pequeno e (IV) Bacilo com grânulos; sob contraste de fase. 
 
Figura 57. Morfologias presentes na cultura 18 (10 mM trimetilamina e 10 mM metanol sob atmosfera 
de H2:CO2) aos 322 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilo com “espaço”; (II) Coco 
irregular; (III) Bacilo menor com “espaço”; (IV)  Diplobacilo com “espaço” e grânulos; (V) Bacilo com 
“espaço” e grânulo e (VI) Bacilo com “espaço”; sob contraste de fase. (B) (I) Bacilo com “espaço”; (II) 
Coco irregular; (IV)  Diplobacilo com “espaço” e grânulos e (VI) Bacilo com “espaço”; fluorescendo 
sob UV. 
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5.6 Produção de metano e caracterização morfológicas das culturas do repique 
3 (R3) 
O terceiro repique (R3) foi realizado aos 225 dias de cultivo do R2. Neste 
período, havia produção de metano e consequentemente arqueias metanogênicas 
ativas. Só foram realizados repiques das culturas contendo 5 mM e 10 mM de cada 
substrato sob atmosfera de H2:CO2 e N2:CO2 (culturas 19, 20, 23 e 24). 
Apenas as culturas 19 (R3 5 mM H2:CO2) e 24 (R3 10 mM N2:CO2) 
produziram metano, mas após realimentação não voltaram a produzir. Dessa forma, 
as culturas deste repique foram apenas monitoradas quanto à produção de metano 
e caracterização morfológica através de microscopia de contraste de fase e 
fluorescência. Amostras para extração e sequenciamento de DNA foram retiradas 
para possível análise posterior. 
5.6.1 Culturas alimentadas com 10 mM de metanol e trimetilamina, sob atmosfera de 
H2:CO2 e N2:CO2 (culturas 23 e 24) 
Ao contrário das culturas do R2 citadas anteriormente, apenas a cultura sob 
atmosfera de N2:CO2 produziu metano, entretanto, a produção foi observada em três 
dias de incubação e alcançou o pico máximo de produção aos 31 dias de incubação, 
correspondendo a 1,08 mmoles.L-1 de metano (24,3%). Como esperado, a cultura 
contendo o dobro da concentração de ambos substratos produziu aproximadamente 
o dobro de metano. Após realimentação e troca de atmosfera aos 303 dias de 
incubação a cultura não voltou a produzir metano (Figura 58). 
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Figura 58. Produção de metano pelas culturas 23 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) em azul e l 24 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob atmosfera de 
N2:CO2) em verde. Os pontos desconectados indicam realimentação e troca de atmosfera. As setas 
vermelhas indicam retirada de amostra para microscopia; as laranjas indicam retirada de amostra 
para extração de DNA. A cor do contorno da seta indica de qual cultura foi retirada amostra e a 
ausência de contorno indica que foi retirada amostra em ambas as culturas. 
 
Apesar de não produzir metano, foi observada uma grande diversidade de 
morfologias na cultura 23, especialmente de bacilos de diferentes tamanhos (Figura 
59). Entretanto, a quantidade de células era inferior quando comparada com culturas 
produtoras de metano (Figura 61). 
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Figura 59. Morfologias presentes na cultura 23 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob atmosfera de H2:CO2) com 275 dias de incubação. Aumento 
1000x. (A) (I) Coco; (II) Bacilo escuro e (III) Bacilo grosso segmentado. (B) (I) Bacilo fino e comprido;  (II) Coco escuro e (III) Bacilo pequeno. (C) (I) Bacilo pequeno; 
(II) Diplococo e (III) Bacilo comprido segmentado. (D) (I) Bacilo escuro e (II) Bacilo fino e comprido; sob contraste de fase. 
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Figura 60. Morfologias presentes na cultura 23 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 372 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Coco escuro e (II) Bacilo 
pequeno; (B) (I) Coco escuro; (II) Bacilo pequeno e (III)  Diplobacilo escuro; sob contraste de fase. 
 
No geral, algumas morfologias foram observadas em ambos os períodos, 
como por exemplo bacilos escuros (Figura 61), entretanto, aos 275 dias de 
incubação da cultura 24 foram observadas morfologias que não estavam presentes 
antes, como cocos escuros e etreptobacilos com grânulos (Figura 62). 
Figura 61. Morfologias presentes na cultura 24 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de N2:CO2) com 252 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Estreptobacilo escuro; (II) 
Diplobacilo escuro e (III) Bacilo pequeno.(B) (I) Bacilo escuro e (III) Bacilo fino e comprido; sob 
contraste de fase. 
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Figura 62. Morfologias presentes na cultura 24 (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob atmosfera de N2:CO2) com 275 dias de incubação. Aumento 
1000x. (A) (I) Coco irregular; (II) Estreptobacilo escuro com grânulos e (III) Diplococo. (B) (I) Bacilo fino com grânulos; (II) Coco escuro; (III) Bacilo escuro e (IV) 
Bacilo com grânulo (C) (I)  Diplobacilo com grânulos e (II) Coco irregular. (D) (I) Coco irregular e (II) Estreptobacilo com grânulos; sob contraste de fase.
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5.6.2 Culturas alimentadas com 5 mM de metanol e trimetilamina, sob atmosfera de 
H2:CO2 e N2:CO2 (culturas 19 e 20) 
 Apenas a cultura sob atmosfera de H2:CO2 produziu metano. A produção 
iniciou após 43 dias de incubação e atingiu o pico máximo aos 205 dias de 
incubação, correspondendo a 0,573 mmoles.L-1 de metano (12,8%). Após 
realimentação e troca de atmosfera aos 303 dias de incubação a cultura não voltou a 
produzir metano, entretanto, foi observada queda na concentração de hidrogênio na 
atmosfera do frasco, chegando a zero aos 399 dias de incubação, o que pode 
indicar que algum micro-organismo utilizou o hidrogênio como substrato (Figura 63). 
Figura 63. Produção de metano pelas culturas 19 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) em azul e 20 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob atmosfera de 
N2:CO2) em verde. Os pontos desconectados indicam realimentação e troca de atmosfera. As setas 
vermelhas indicam retirada de amostra para microscopia; as laranjas indicam retirada de amostra 
para extração de DNA. 
Ao longo do período de incubação não foram observadas alterações na 
predominância de morfologias. Em todas as observações a maior parte das células 
eram bacilos, variando apenas no tamanho e comprimento (Figura 64). Apesar de 
algumas morfologias serem fluorescentes, a fluorescência era fraca (Figura 65. B). 
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Figura 64. Morfologias presentes na cultura 19 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 303 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilo escuro; (II) Bacilo 
com “espaço”; (III); (IV)  Diplobacilo escuro e (V) Bacilo com grânulo; sob contraste de fase. (B) (I) 
Bacilo escuro; (IV)  Diplobacilo escuro e (V) Bacilo com grânulo; fluorescendo sob UV. 
Figura 65. Morfologias presentes na cultura 19 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 372 dias de incubação. Aumento 1000x. (I) Coco escuro; (II) Bacilo escuro 
e (III) Estreptobacilo escuro; sob contraste de fase (B) (I) Coco escuro; (II) Bacilo escuro e (III) 
Estreptobacilo escuro; fluorescendo sob UV. 
 121
Apesar de não produzir metano, a cultura 20 apresentava algumas 
morfologias fluorescentes, principalmente bacilos (Figura 66. B). A quantidade de 
células era inferior quando comparada com as culturas de gerações anteriores e que 
produziam metano (Figura 67). 
Figura 66. Morfologias presentes na cultura 20 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de N2:CO2) com 303 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilos escuros; (II) Bacilo 
fino e comprido com grânulos; (III) Bacilos escuros; (IV) Células esféricas translúcidas e (V) Bacilo 
segmentado; sob contraste de fase (B) (I) e (III) Bacilos escuros; fluorescendo sob UV. 
Figura 67. Morfologias presentes na cultura 20 (5 mM de metanol e 5 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de N2:CO2) com 372 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Diplobacilo escuro e (II) 
Bacilo escuro. (B) (I) Estreptobacilo escuro; (II) Bacilo fino  e (III) Coco escuro; sob contraste de fase.  
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5.7 Repique das culturas selecionadas alimentadas com 10 mM de metanol e 
trimetilamina, sob atmosfera de H2:CO2 ou N2:CO2 (culturas 2A, 7A e 8A) 
Após experimento de enriquecimento, foram escolhidas as culturas do 
enriquecimento inicial (EI) e repique 1 (R1) contendo 10 mM dos substratos que 
ainda estavam ativas e respondiam à realimentação, dessa forma, foram repicadas 
as culturas 2, 7 e 8 utilizando 50% da cultura como inóculo. 
Apesar das culturas 2A e 7A apresentarem as mesmas condições de cultivo, a 
cultura 2A produziu mais metano, correspondendo a 1,66 mmoles.L-1 (37,2%) que a 
7A que produziu 1,38 mmoles.L-1 (30,9%). Além disso, a cultura 2A produziu metano 
em 14 dias de incubação, assim como a cultura 8A, enquanto a cultura 7A começou 
a produzir metano neste período. A cultura 8A, que diferia das outras duas pela 
presença de N2:CO2 na atmosfera do frasco, produziu 1,01 mmoles.L-1 (22,6%) de 
metano (Figura 68). 
Algo que foi observado nas três culturas e que também foi observado em 
outros repiques (como as culturas 7, 8, 15 e 16) foi a ocorrência de picos de 
produção de metano, seguidos de estabilização, queda e novamente um pico de 
produção que nessas três culturas, este último pico coincidiu com o pico máximo de 
produção de metano. 
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Figura 68.  Produção de metano pelas culturas 2A (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) em azul;  7A (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob atmosfera de 
H2:CO2) em verde e 8A (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob atmosfera de N2:CO2) em 
amarelo. As setas vermelhas indicam retirada de amostra para microscopia; as laranjas indicam 
retirada de amostra para extração de DNA. A cor do contorno da seta indica de qual cultura foi 
retirada amostra e a ausência de contorno indica que foi retirada amostra em ambas as culturas. 
 
A cultura 2A apresentava grande diversidade de bacilos fluorescentes de 
diferentes tamanhos e comprimentos (Figura 69), embora todas com fluorescência 
fraca. 
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Figura 69. Morfologias presentes na cultura 2A (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 14 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilo curto; (II) Bacilo fino; 
(III) Bacilos curto; (IV) Diplobacilo e (V) Bacilo curto; sob contraste de fase (B) (I) Bacilo curto; (II) 
Bacilo fino; (III) Bacilos curto; (IV) Diplobacilo e (V) Bacilo curto; fluorescendo sob UV. 
A cultura 7A apresentava a mesma condição de cultivo da cultura 2A, 
entretanto, foram observadas algumas morfologias distintas, como por exemplo 
cocos irregulares. É possível observar que a fluorescência dos cocos irregulares é 
mais forte que das outras morfologias (Figura 70.B). 
Figura 70. Morfologias presentes na cultura 7A (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de H2:CO2) com 19 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Bacilo curto; (II) Coco 
irregular; (III) Bacilo com “espaço”; (IV) Bacilos escuros e (V) Cocos irregulares; sob contraste de fase 
(B) (I) Bacilo curto; (II) Coco irregular; (III) Bacilos com “espaço”; (IV) Bacilos escuros e (V) Cocos 
irregulares; fluorescendo sob UV. 
Assim como a cultura 7A a cultura 8A também apresentava cocos irregulares 
(Figura 71) com fluorescência mais forte que nas outros morfologias. Embora 
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houvesse a presença de bacilos de diferentes tamanhos, o predomínio era de cocos 
irregulares. 
Figura 71. Morfologias presentes na cultura 8A (10 mM de metanol e 10 mM de trimetilamina sob 
atmosfera de N2:CO2) com 19 dias de incubação. Aumento 1000x. (A) (I) Coco irregular; (II) Bacilo 
curto; (III) Bacilo; (IV) Cocos irregulares e (V) Diplobacilo; sob contraste de fase (B) (I) Coco irregular; 
(II) Bacilo curto; (III) Bacilo; (IV) Cocos irregulares e (V) Diplobacilo; fluorescendo sob UV. 
5.7.1 Análise de sequenciamento das culturas selecionadas alimentadas com 10 mM 
de metanol e trimetilamina 
Foram enviadas amostras de DNA extraído das culturas 2A, 7A e 8A no 
momento de produção de metano e após análise foram obtidas 291.539 sequências 
que foram classificadas em 89 OTUs. 
A composição dos filos nas 3 culturas foi semelhante, só variava a 
abundância relativa de cada filo em cada cultura. O filo mais abundante nas culturas 
2A, 7A e 8A era Firmicutes (54,1% ,88,0% e 67,1%, respectivamente), seguido por 
Euryarchaeota (29,0%, 5,1% e 27,0%), Proteobacteria (13,5%, 5,0% e 3,5%) e 
Bacteroidetes (3,0%, 1,6% e 1,2%) (Figura 72). A composição da comunidade a 
nível de filo foi similar nas culturas do R1 e nas culturas selecionadas. 
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Figura 72. Abundância relativa dos filos de bactéria e arqueia presentes nas culturas 2A, 7A e 8A. 
Em relação à abundância relativa de gêneros, a composição das 
comunidades das culturas 7A e 8A era mais semelhante quando comparada à 
cultura 2A (Figura 73). É possível observar que como as culturas anteriores, 7 e 8, 
eram de um mesmo repique, as culturas 7A e 8A apresentavam a composição da 
comunidade mais semelhante entre si. 
Nas 3 culturas havia uma grande proporção de bactérias não cultivadas 
(50,4%,  64,5% e 37,9%), além dos gêneros Methanococcoides (29,0%, 5,0% e 
27,0%) e Sedimentibacter (4,0%, 16,0% e 21,3%). 
Os cocos irregulares observados na microscopia das três culturas 
provavelmente são organismos do gênero Methanococcoides. A menor abundância 
relativa de arqueias metanogênicas na cultura 7A provavelmente está associada ao 
momento de retirada de amostra para extração de DNA que ocorreu aos 19 dias de 
incubação, enquanto o primeiro pico de produção de metano foi aos 26 dias. 
Apenas nas culturas 7A e 8A havia a presença de organismos pertencentes 
aos gêneros bacterianos Carnobacterium (5,0% e 6,5%)  e Desulfobacterium (4,6% 
e 3,0%). O gênero Desulfobacterium foi anteriormente observado nas culturas 7 e 8 
(em menor abundância), que serviram de inóculo para as culturas 7A e 8A. 
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O gênero Carnobacterium é encontrado em ambientes polares (FRANZMANN 
et al., 1991; BRATINA et al., 1998; LAURO et al., 2007; TOFFIN et al., 2004), são 
gram-positivos e fermentadores, produzindo ácido lático a partir de glicose, mas são 
capazes de catabolizar uma diversidade de carboidratos (LEISNER et al., 2007). 
As espécies C. funditum e C. alterfunditum foram isoladas do Ace Lake na 
Antártica. São fermentadores, produzem ácido lático a partir de glicose e crescem 
anaerobicamente a 20 ºC. O isolado foi obtido ao acaso na tentativa de enriquecer 
metanogênicas em água do mar sintética sob atmosfera de H2:CO2, mas estes 
organismos não são capazes de reduzir CO2 na presença de H2. Acredita-se que 
esse gênero cumpra um importante papel na obtenção de um ambiente reduzido, 
pois quando foram cultivados aerobicamente, tornavam o meio incolor na presença 
de resazurina. Em culturas novas as células eram gram-positivas e os bacilos 
ocorriam em pares ou em cadeias curtas, entretanto, em culturas mais velhas as 
cadeias tendiam a serem maiores. Extrato de levedura foi necessário para o 
crescimento (FRANZMANN et al., 1991).  
Os gêneros Desulfoconvexum (9,2%) e Desulfobacula (4,1%) foram 
observados apenas na cultura 2A. Ambos gêneros compreendem organismos 
redutores de sulfato. 
O gênero Desulfoconvexum foi descrito a partir do isolamento de um 
representante a partir de amostras de sedimento marinho. Os organismos 
pertencentes a esse gênero são estritamente anaeróbios, psicrofílicos e redutores 
de sulfato. As células são gram-negativas e apresentam forma de bacilos 
ligeiramente curvos ou vibrios. São capazes de crescer quimiolitoautotroficamente 
na presença de H2:CO2 ou bicarbonato (KÖNNEKE et al., 2013), o que explica a 
presença desse gênero.  
Organismos pertencentes ao gênero Desulfobacula são redutores de sulfato 
estritamente anaeróbios, apresentam células gram-negativas e com formato de 
cocos ovais que podem ocorrer sozinhos ou em pares. São capazes de usar etanol, 
propanol, tolueno e outros compostos aromáticos como doadores de elétrons e fonte 
de carbono. Sulfato e outros compostos com enxofre podem servir como aceptor de 
elétrons (KUEVER, RAINEY e WIDDEL, 2015). 
A queda de metano na atmosfera dos frascos aparentemente não teve causa 
biológica, uma vez que não foram observados nas análises de sequenciamento 
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organismos metanotróficos, mas ao mesmo tempo há uma grande fração de 
bactérias não cultivadas nessas três culturas, não excluindo a possibilidade de 
organismos metanotróficos estarem incluídos nessa fração. 
Figura 73. Abundância relativa dos gêneros de bactéria e arqueia presentes nas culturas 2A, 7A e 
8A. 
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6. CONCLUSÕES 
O cultivo de arqueias metanogênicas a partir de sedimento marinho das 
proximidades da geleira Wanda, Baía do Almirantado, Península Antártica, utilizando 
substratos metilotróficos em meio mineral salino foi bem sucedido. A caracterização 
das culturas obtidas permitiu as seguintes conclusões: 
• A trimetilamina foi o substrato preferencial das arqueias metanogênicas 
enriquecidas nos cultivos; 
• As culturas contendo trimetilamina e metanol como substrato metilotrófico 
produziram mais metano do que as culturas alimentadas apenas com metanol; 
• Dentre os grupos metanogênicos, foram identi f icados os gêneros 
Methanococcoides e Methanosarcina, que foi mais abundante em culturas sob 
atmosfera de H2:CO2; 
• Os substratos metilotróficos (metanol e trimetilamina) selecionaram comunidades 
distintas; 
• A composição das culturas sofreu alterações ao longo dos períodos de incubação 
e associadas à produção de metano. No período de maior produção de metano, a 
composição de algumas culturas foi quase exclusivamente de grupos 
metanogênicos. Entretanto, amostras analisadas em estágios e repiques diferentes 
das culturas mostraram também a presença de bactérias heterotróficas, 
fermentadoras, redutoras de sulfato e grupos não cultivados em relativa 
abundância; 
• Os repiques sucessivos das culturas não foram bem sucedidos, indicando a 
necessidade de fatores não fornecidos pelo meio (possivelmente presentes no 
inóculo ou derivados da interação entre grupos microbianos); 
• Em relação às morfologias observadas em todas as culturas, as arqueias 
metanogênicas foram associadas a cocos, enquanto bacilos de diferentes 
tamanhos foram as morfologias predominantes provavelmente associadas às 
bactérias; 
• A técnica de roll-tube resultou no crescimento de colônias de diversos gêneros de 
bactérias, mas não foi possível isolar linhagens de arqueias metanogênicas; 
• Houve dificuldade em se obter colônias isoladas através da técnica do roll-tube. O 
crescimento frequente de colônias sobrepostas, o crescimento de grupos 
reconhecidamente aeróbios ou ainda colônias compostas por diversos grupos 
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microbianos indicam a necessidade de aprimorar a técnica ou de adotar 
abordagens distintas que permitam o estudo das comunidades mistas, 
preservando possíveis relações de simbiose.  
• As células fluorescentes observadas nas culturas de roll-tube foram associadas ao 
filo Actinobacteria e não a grupos metanogênicos, mostrando que a característica 
de autofluorescência sob luz UV para detecção de células metanogênicas deve ser 
usada com parcimônia.  
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APÊNDICES 
Apêndice A - Cálculo da concentração de metano na atmosfera do frasco de 
cultivo 
(1) Para calcular a concentração de metano, é necessário calcular primeiramente a 
concentração molar padrão, para tal, utiliza-se o volume molar universal: 
Onde: 
Vinjetado= 1 x 10-4 L  
p: pureza do gás (0,995) 
Vmolar= 22,4 L  
Portanto, Cpadrão= 0,004441964 mol/L ou 4,441964 mmoles/L 
(2)  O cálculo da concentração de metano (mmoles/L) é realizado da seguinte forma: 
Onde: 
Cmetano: concentração de metano (mmoles/L) 
Aamostra: área da amostra 
Apadrão: área do padrão 
 Cpadrão: Concentração molar padrão (4,441964  mmoles/L) 
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ANEXOS  
Anexo A - Composição da solução traço de metais 
Reagentes Quantidade
Ácido nitriloacético 1,5 g
FeSO4.7H2O 0,556 g
MgSO4 0,5 g
MnSO4.7H2O 0,5 g
Na2MoO4 0,24 g
Na2WO.2H2O 0,24 g
Na2SeO3 0,15 g
NiCl2.6H2O 0,1 g
CoCl2.6H2O 0,1 g
ZnSO4.7H2O 0,1 g
CuSO4.5H2O 0,01 g
AlK(SO4)2 0,01 g
H3BO3 0,01 g
Água Milli-Q 1000 mL
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Anexo B - Composição da  solução de vitaminas 
Reagentes Quantidade
Biotina 0,002 g
Ácido fólico 0,002 g
Tiamina.HCl 0,005 g
Riboflavina 0,005 g
Ácido nicotínico 0,005 g
Pantetonato de cálcio 0,005 g
Piridoxina.HCl 0,010 g
Vitamina B12 0,0001 g
Ácido lipólico (tióico) 0,005 g
Água Milli-Q 1000 mL
